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は しがき
薬物代謝は薬物の薬効お よび毒性発現を左右する重要な 因子で ある ｡ 特に ､ 新生児期
は薬物代謝能が大きく変化す る時期と考え られ ､ こ の 時期に肝代謝型薬物を使用する 際
には , 薬物代謝酵素活性の 変化を考慮した慎重な投与が望まれ る ｡ しか しなが ら , 新生
児期の 薬物代謝能に関する知見は極めて 乏 しく ､ 薬物代謝能が 出生後 どの よう に変動す
る か に つ い て は不明瞭な部分が多い の が現状で ある ｡ これ まで に ､ 新生児 の 薬物体内動
態が 十分理解さ れない まま薬物が使用 されて 問題 にな っ た事例として , ク ロ ラム フ ェ ニ
コ ー ル に よる gr ay syndr o m e(1) やサルフ ァ剤による核黄痘 (2) な ど枚挙にい とまが
な く, 現在の新生児に対する薬用畳設定には理論的背景が不足して い ると言える ｡ 事実､
医療用 医薬品添付文書の ｢小児等 へ の 投与｣ の項 目も
"
小児に対する安全性は確立され
て いない
''
と記載して い るものが大半である｡
薬物代謝 に 関与する酵 素と して ､ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム画分 に存在するチ トク ロ ー ム
P45 0(C Y P) は最も重要な酵素の ひと つ で ある o C Y Pはそ の 一 次構造の 相同性か ら様々
な分子 種 に分類さ れ て お り (3)､ ヒ トにお ける 薬物代謝 には ､ C Y PI A 2, C Y P 2C 9,
C Y P 2 C1 9, C W 2 D 6､ C Y P 3A 4が主 に関与するo そ の 中で ､ C Y P3A分子種は ､ 動物種
によ っ て そ の 一 次構造が異な る だけ で なく , 同 一 の 生物におい て も複数の 分子種が 存在
し､ 分子種間で の基質に対する 反応性にも相違がある ことが示 され て い るo 3 Aサブフ ァ
ミリ ー に属する ヒ トの酵素として C Y P3 A 4 の他に, ヒ ト成人肝の約 20 %で発現して い る
とされ る C Y P 3A 5(4- 7), 胎児特異的とされ る C Y P 3A 7(8- ll), さ らに､ 男性生殖器
で 主に発現して い る と言われる CY P 3A 43(12- 14) がある o 胎児期におい ては , C Y P 3A 7
がヒ ト胎児肝で最大50 %を占める主要な C Y P分子種である ことが知られてお り､C Y P 3A 4
は存在しない . 一 方, 成人肝にお いて は CY P 3A 4が主たる C Y P 3A分子種で ある ことか
ら､ 出生 を境 に C Y P 3 A の組成や含量が 大きく変動し て い る ことが考え られ る . こ の
C Y P 3 A の質的､ 量的な変化は､ 新生児期の薬物代謝を考える上 で極めて重要であり､ こ
れまで の報告より出生後かなり早期に変化が起 こっ て い る と考えられて い るが(15- 17)､
その 詳細につ いて は明らか にされて い ない ｡
また ､ C W 3A 4と C Y P3 A 7は塩基配列 で 94 %､ 一 次構造で 88 % の相同性を示 しなが
らも ､ 内因性物質に対する基質特性はかな り兵な っ て い る o たとえば､ c y p 3A 4活性の
指標とされ るテ ス トス テ ロ ン 6β- 水酸化酵素活性は C Y P 3 A 7 では低い活性しか示 さな い
(18). 一 方､ 胎児期､ 新生児期に 血中に高濃度で 存在し､ 胎児胎盤系で 妊娠の 維持､ 出
生 に大きな役割を演じて い るデヒドロ エ ビア ン ドロ ス テ ロ ン 3一 硫酸 (D HE A- S) の 16c r
水酸化は ､ C Y P 3A 7で は高い活性を示すが , C Y P3 A 4にはほとんど活性が認め られ ない
(18). この 様に , 内因性物質に対する基質特異性は C Y P 3A 4と C Y P3 A 7で大きく異な
っ て い る こ とか ら , 薬物に対する両酵素の 基質特異性も異な る ことが 予測され るが , 両
酵素の 薬物に対する基質特異性 に関する報告は限られ たもの しか存在せず (1 8- 21)､ そ
の詳細に つ いて は明らか にされて い ない o また , 前述の ごとく C Y P 3Aは薬物の みならず
内因性物質､ 特に内因性ス テ ロ イ ドの 代謝にも深く 関与して い る ことか ら､ 内因性ス テ
ロ イ ドが 薬物代謝に対し影響を与える こ とは十分に考えられ る ｡ 従 っ て ､ 適切な薬物療
法 を行う上で ､ 内因性ス テ ロ イ ドと医薬品 との相互作用 を明らか とする こ とは極め て重
要 と考えられる ｡
c y pによる触媒反応は多くの場合 Micha elis - Me nte n モデル を用い て 説明され るが ､
C Y P 3A 4に よる触媒反応は時に Micha elis - Menten モ デル で説明不可能な複雑な反応速
度論申特徴を示す場合がある o た とえば､ C Y P3 A 4による カルバ マ ゼピン 10,1 トエ ポキ
シ化や プロ ゲス テ ロ ン 6β一 水酸化の 反応速度論曲線は , 非双曲線を示す ことが報告され
て い る (22,23). また , CY P 3A 4は同 一 薬物の異な る 部位 へ の水酸化を触媒した り ､ シ
クロ ス ポリ ンのような比較的大きな分子量 (M W:1,201) の化合物も代謝する こ とから ､
C Y P 3A 4 の基質結合部位周辺 の空間は大きい 分子種である と考えられて い る o そ の ため
低分子 の基質の場合は ､ 複数個がそ の活性部位に共存する こ とが可能と考えられ る o す
なわち ､ C Y P 3A 4 の基質と相互作用する大きな空間 には複数の基質と相互 作用 し得る複
数の 部位が存在 し､ そ の いずれか らも活性化酸素を受け取 る ことが可能とするモ デル が
最近提唱されて い る . こ の様に C Y P3 A 4の 複雑な反応速度論的特徴を説明するた めに い
くつ か の仮説が提唱され て いる が (24-26)､ C Y P 3 A 7に関して の検討は行われて い ない o
本研究は , 新生時期にお ける適正 な薬物投与設計 を可能に するた めの基礎的デ ー タ を
得る ことを目的に ､ 新生児期の 薬物代謝におい て特に重要と考えられる C Y P3 Aによる薬
物代謝酵素活性 につ いて , 1
'
n vl
'
tT O､ 1
'
n v l
'
v o の 両面か ら検討を行 っ た . まず , c w 3A 4
と C Y P3 A 7 の基質特異性を明らか とする目的で ､ バ キ ュ ロ ウイル ス ー 昆虫細胞系 によ り
発現させた C Y P 3 A 4､ C Y P 3A 7および c y p 3A 7 の活性部位と考えられる アミノ酸のうち
C Y P 3A 4と異なる箇所を C Y P 3A 4 のア ミノ酸に置換した部位指向変異酵素を用い て ､ 1
'
n
v l
'
tT O の 系で各種薬物および内因性ス テ ロイ ドの 代謝酵素活性の差異につ い て 検討を行っ
た (第Ⅰ章)｡ 次に ､ 新生児 期は成人とは異な る内因性ス テ ロイ ドの 分泌パ タ ー ン を示す
こ とから ､ 生体内の各種内因性ス テ ロ イ ドが両酵素の 薬物代謝酵素活性に如何な る影響
を及ぼすか につ い て検討を行っ たo さらに､ C Y P3 A に見られる c o ope r ativ e な反応速度
論につ いて 2- binding site モ デルおよび分子力場計算と密度汎 関数理論により解析を行
っ た(第Ⅱ章､ 第Ⅲ章). 次に, 尿中成分を測定するとい っ た非侵襲的な方法を用い , C W 3A
酵素活性の 出生後の変化につ い て検討を行っ たo すなわ ち､ 尿中 6β一 水酸化コ ルチ ゾ - ル
および 16α 一 水酸化デヒ ドロ エ ビアン ドロ ス テ ロ ンをそれぞれ C W 3A､ C Y P 3A7 活性の
マ ー カ ー とし ､ 出生後経日的に測定を行い ､ C Y P3 A の出生後の質的､ 量的な変化に つ い
て検討を行っ た (第Ⅳ章). 最後に､ こ こで得られた 1
'
n vitT O および 血 v l
'
v oの デ ー タよ
り, 新生児期 にお ける 各種薬物 に対する 代謝能お よびそ の 出生後の変化に つ い て 考察を
行っ た.
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第Ⅰ章 CY P3 A4と C YP3 A7 の基質特異性の差異
･c y p3 A 7は胎児肝臓中で 最大 50 %を占める 主要な酵素である ことから ､ 出生直後の 新
生児肝臓中には C Y P3A 7が高含量存在 して い る と考えられる o したが っ て ､ 新生児期の
薬物代謝能を考 える上で C Y P 3A7 の薬物代謝酵素活性を明確 にする ことは重要で ある o
しか しながら ､ これ まで に C Y P 3A 7 の薬物および内因性ス テ ロイ ド代謝における基質特
異性に関して は 限られた報告しか存在せず (1 8- 21), 加えて ､ 報告 によ り異なっ た発現
系が用 い られ て い るた め に､ 直接活性 の 比較を行う ことが困難であっ た ｡ そ こで , まず
初め に C Y P3 Aと C Y P3 A 7 の各種薬物お よび内因性ス テロ イ ド代謝にお ける基質特異性
の差異につ い て ､ バ キュ ロ ウイルス - 昆虫細胞系によ り発現させた両酵素を用い ､ 1
'
n vltT O
の 系にて検討 を行っ た o 基質と して 用 い た薬物は , 抗て んか ん薬である カル バ マ ゼピ ン
(C BZ)､ ゾニサ ミ ド (Z N S)､ 抗 H Ⅳ 薬で非ヌ ク レオシ ド系逆転写酵素阻害薬に分類さ
れ る ネビラピ ン (N V P)､ ベ ン ゾジアゼ ピン 系睡眠薬である トリアゾラム (T Z M)､ マ ク
ロ ライ ド系抗生物質で ある エ リス ロ マ イ シ ン (E M) の 5 種類で あり､ これ らの 構造お よ
び反応を Fig. ト1 に示 した o また , 内因性基質として 用 いた化合物はコ ルチゾ - ル, チ
ス トス テ ロ ン ､ デヒ ドロ エ ビア ン ドロ ス テ ロ ン (D HEA)､ デヒ ドロ エ ビアン ドロ ス テ ロ
ン 3一 硫酸 (D H E A- S)､ ア ン ドロ ス テン ジオ ン の 5 種類で あり , これらの構造および反
応を Fig. 卜2 に示 した.
次に, C Y P 3A 7 の基質特異性に影響を及ぼすア ミ ノ酸残基を特定する目的で ､ C Y P3 A 7
の活性部位と考えられ る ア ミノ酸の うち C Y P 3A 4と異なる箇所を C Y P 3A 4 のアミノ酸
に置換 した部位指向変兵酵素 (N l16S､ H 1 74 D, N 214 D, K 224 T, K 244 E, K 26 2E)
の作成を行い ､ 各種基質を用 い代謝酵素活性の測定を行っ た .
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第 1 節 C Y P3 A 4と C Y P3 A7の各種薬物および内因性ステ ロイ ド
代謝酵素活性の比較
Ⅰ⊥卜1 実験方法
Ⅰ 一 ト ト a 実験材料および試薬
各種薬物および内因性ス テ ロ イ ド代謝における基質特異性に関する検討で 用 い た発現
C Y P 3A 4および C Y P 3A 7は G E N T EST 社より購入 したもの を使用 した｡ いずれ も C Y P
還元酵素との共発現で ヒ トチ トクロ ー ム b5を含有したもので ある｡ なお ､ 本研究で はす
べ て 同 一 ロ ッ ト (C Y P 3A 4;Lot. 4 8､ C Y P 3A 7;Lot. 7) を使用 した .
CBZ お よ びそ の 代謝物 は No v a rtis P ha r m a社 よ り ､ P N Pお よ びそ の 代謝物 は
Bo ehringe rlngelheim 社より, T Z Mおよびそ の代謝物は Ur)
'
ho n 社より､ Z N Sおよび
そ の代謝物と N,N,ジメチル ゾニ サ ミ ドは大日本製薬社よりそれぞれ ご供与頂い たもの を
使用 した o そ の他の試薬な どはすべ て特級または生化学用の ものを使用 したo
I 一 ト トb カルバ マ ゼピン1 0,1 トエ ポキシ化酵素活性測定法
発現 C Y P3 A 4および c y p 3A 7にお ける C B Z 10,ll- エポキシ化酵素活性の測走は以下
に挙げる最終濃度, 組成で 0.5 m L容量にて行っ た ｡
○ ミ クロ ゾ ー ム (C Y P 3A 4, 15pm oI C Y P/m L;C Y P 3A 7,3 0p m oIC Y P/m L)
0 0.1 M Kp主(pH 7.4)､0.1 m M E D T A､ N A D P H生成系(0.33m M N A D P+ ､ 8 m M G- 6- P､
0.1 u nit G- 6- P D H, 6 m M MgC12)
○ カル バ マ ゼ ピン (基質)
反応は N A D PH 生成系の添加に より開始した o 酵素反応は 37℃で C Y P 3A 4は2 0分間､
C Y P 3A 7は 60分間行い ､ 抽出用溶媒であるク ロ ロ ホルム : エ タノ ー ル - 10:1 の割合で
混合した もの を 5 m L 加え る こと により反応を停止 した ｡ 反応停止後, 内部標準物質
(l o順/mL N,N,ジメチルゾニサ ミ ド/ 抽出用溶媒溶液) 20L^L を加え 10 分間振倒混和
し､ 3,00 0rpm で 10分間遠心分離した o 上層を除去後 , 有機層を別の 試験管 に移 し減
圧下蒸発乾固した o 残渡に分析用溶離液 100pL を加え溶解したもの を HPL C用試料と
し. 40pL を H P L Cへ 注入 した o
H P L Cシステム は ､ し60 00型ポンプ､ し42 00型 U V 検出器 ､ A S- 20 00型 オ ー トサ
ンプラ - ､ し5000型 L Cコ ン トロ ー ラ ー , D - 250 0型 クロ マ トイ ンチ グレ ー タ - (以上
日立) を用 い たo カ ラム は Pu r e sil C1 8(粒径6 pm ､ 4.6×150m m､ ミ リボア)､ プレ
カラム In e rtsi1 0 D S- 2 (粒径 5 pm , 4.6×50 m m､ ジ ー エルサイ エ ンス) を 3 5℃の カ
ラム 温度で使用 した .
分析用溶離液 として ､ 水 : メタ ノ ー ル : アセ トニ トリル - 7 :3:1 の割合で 混合した
もの を脱気して用 い ､ 流速は 1.0 mL/分とした. カ ラム に残る物質を洗い流すために 1 5
分より溶離液を水 : メタノ ー ル : アセ トニ トリル - 5 :3 :5 の割合で混合したもの に切り
換え 1 5分間カラム を洗浄した o その後分析用溶離液に戻 し､ さらに 20分間カラム を洗
浄､ 平衡化した . 検出波長は 220n m で行っ た . 本条件にて ､ CB Z1 0,l l- エ ポキ シ体は
約12分､ 内部標準物質は約1 5分に溶出したo
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Ⅰ 一 ト ト c ネ ビラピン水酸化酵素活性測定法
発現 C Y P 3A 4および cy p 3A 7にお ける W P水酸化酵素活性の測定は以下に挙げる最
終濃度､ 組成で 0.5 mL容量にて 行っ た ｡
○ ミク ロ ゾ ー ム (CY P 3A 4, 30pm oI G Y P/mL;C Y P3 A7,4 0p m oIC Y P/m L)
0 0.1 M Kpi(pH 7.4)､0.1 m M E D T A､ N A D P H生成系(0.33mM N A D P+ ､ 8 mM G- 6- P､
0.1 u nit G- 6- P D H, 6 m M MgCl2)
○ ネビラピン (基質)
反応は N A D P H生成系の 添加に より開始した o 酵素反応は 37℃で C Y P 3 A 4は 10分
間､ C Y P 3A 7は 6 0分間行い , 酢酸エチル 5 mL を加える こと により反応を停止したo 反
応停止後 ､ 内部標準物質 (20L^g/mL フエ ノ バル ビタ ー ル/メタノ ー ル溶紋) 20 pL を
加え 1 0分間振倒混和し､ 3,000rpm で 1 0分間遠心分離した ｡ 酢酸エチル層を別の試験
管に移し､ 減圧下蒸発乾固した o 残液にメタノ ー ル 1 00tLl を加え溶解した もの を H P L C
用試料とし, 40pL を HP L Cへ注入 した o
H P L C システム は , C B Z 10,1 トエポキ シ化酵素活性測定で 用い たもの と同様の シス テ
ム を用 い た o カ ラム は , In e rtsil O D S- 80 A(粒径5 pm ､ 4.6×250m m, ジ ー エ ルサイ
エ ンス) を3 5℃の カラム 温度で使用した｡
分析用溶髄液として ､ 0.1 M リ ン酸緩衝液 (pH 4.0): アセ トニ トリル :2- プロ パ ノ ー
ル - 7 5:1 5:2 の割合で混合したもの を脱気して 用 い ､ 流速は 0.9 mL/ 分とした｡ カラ
ム に残る物質を洗い流すために 25 分より溶離液を 0.1 M リン酸緩衝液 (pH 4.0): アセ
トニ トリル :2- プロ パ ノ - ル - 50:50:2 の割合で混合した もの に切り換え 15分間カラ
ム を洗浄した o その後分析用溶離液に戻 し､ さらに 20分間カラム を洗浄 ､ 平衡化した o
検出波長は 220n m で行 っ た. 本条件にて ､ N V P 2- 水酸化体は約 8 分, T W P 1 2一 水酸
化体は約1 0分､ 内部標準物質は約 26分に溶出した o
Ⅰ -1 一 卜d トリア ゾラム水酸化酵素活性測定法
発現 CY P3A 4および c y P 3A 7 における T Z M水酸化酵素活性の測定は以下に挙げる最
終濃度､ 組成で 0.5 mL容量 にて行っ た o
O ミクロ ゾ ー ム (C Y P3 A 4,10p m oI C Y P/m L;C Y P 3A 7, 20pm oI C Y P/m L)
0 0.1 M Kpi(pH 7.4), 0.1 m M E D T A, N A D P H生成系(0.33mM N A D P+､ 8 m M G - 6- P､
0..1 u nit G
- 6- P D H､ 6 mM MgC12)
○ トリアゾラム (基質)
反応は N A D PH 生成系の添加により開始したo 酵素反応は 37℃ で C Y P 3 A 4は1 0分間､
c y p 3A7 は 6 0分間行い , 酢酸エチル 5 mL を加える ことにより反応を停止した o 反応停
止後 , 内部標準物質 (2.5 pg/mL ロ ラゼパ ム/メタノ ー ル溶液)10 0FAL を加え ､ 10分
間振倒混和 し､ 3,0 00rpm で 10分間遠心分離後 ､ 酢酸エ チル層 を別の 試験管に移し､
減圧下蒸発乾固 した . 残液に分析用溶離液 1 20pL を加え溶解したもの を H P L C用試料
とし, 4 0pL を H P L Cへ 注入 した o
H P L C シ ステ ム は ､ C BZ 1 0,ll- エ ポキ シ化酵素活性測定で用 いたもの と同様の シ ス テ
ll
ム を用い た ｡ カ ラムは , In e rtsil O D S- 8 0A(粒径 5 pm ､ 4.6×250m m､ ジ ー エルサイ
エ ンス) を4 0℃ のカラム 温度で使用した.
分析用溶離液として ､ 水 : アセ トニ トリル : メタノ ー ル - 7 :3:1 の割合で混合した
もの を脱気して用い ､ 流 漸ま 1.0 mL/ 分と した o カラム に残る物質を洗い 流すために 25
分より溶離液を水 : アセ トニ トリル - 3 :7 の割合で混合した もの に切り換え 1 5分間カラ
ム を洗浄した . その後分析用溶離液に戻し､ さらに 20分間カラムを洗浄, 平衡化した .
検出波長は 220n m で行っ た o 本条件にて ､ T Z M 1, 一 水酸化体は約 1 6.5 分 ､ T Z M 4一 水
酸化体は約1 7.5分､ 内部標準物質は約22分に溶出した｡
Ⅰ - ト ト e エ リス ロ マ イシン 付一 脱メチル化酵素活性測定法
発現 C Y P3 A 4および CY P 3A 7における E M ∧ト脱メチル化酵素活性の測定は以下に挙
げる最終濃度､ 組成で 0.5 mL容量にて行っ た｡
○ ミク ロ ゾ ー ム (C Y P 3 A 4, 20pm oI G Y P/m L;C W 3A 7,4 0p m oIC Y P/mL)
0 0･1 M Kpi(pH 7･4),0･1 m M ED T A､ N A D P H生成系(0.33m M N ÅD P･ ､ 8 m M G- 6- P､
0･1 u nit G- 6- P D H､ 6 m M MgC12)
○ エ リス ロ マ イ シン (基質)
エ リス ロ マイ シ ン 八卜脱メチル化酵素活性潮定は ､ 生成するホルム アルデヒドを Nash
の方法 (27) にて定量する ことにより行っ た｡
反応ほ N A D P H生成系の添加により開始した . 酵素反応は3 7℃で 10分間行い ､10 %ト
リク ロ ロ 酢酸1 mL を加える ことにより反応を停止したo 反応停止後､2,500rpm で 10分
間遠心分離し､ 上層 1 mL を別の試験管に移し, Na sh 試薬 2 m L を加え1 3 7℃で 3 0分
間反応を行っ た後､ E X 410rpn, E M 510n m にて蛍光光度を測定した o 蛍光光度計は
F- 2000型 (日立) を使用 したo
ト ト トf ゾニ サミ ド還元酵素活性測定法
発現 C W 3 A 4および c y p3A 7にお ける ZN S還元酵素活性の測定は以下に挙げる最終
濃度､ 組成で 0.5 mL容量にて行っ た｡
○ ミ クロ ゾ ー ム (C Y P･3 A 4,20p m oIC W/m L;C Y P 3A 7,40pm oI C Y P/mL)
0 0･1 M Kpi(pH7･4)､0･1 m M E D TA, N A D P =生成系(0.3 3mM N A D P+, 8 m M G- 6- P､
0･1 u nit G- 6- P D H､ 6 m M MgCl2)
○ 酸素消費系 (1 0mM グル コ - ス ､ 5 unitグル コ ー ス オキ シダ ー ゼ ､ 30tmi tカタ ラ
ー ゼ)
○ ゾニサ ミ ド (基質)
Z N S還元酵素活性 の測定は嫌気的条件下 にて 生成され る 2- s ulfam oyl- a c etylphe n ol
(S M A P) を定量するこ とにより行っ た (28)o
反応は 3 7℃ で 3 分間プレイ ンキ ュ べ - シ ョ ン後 ､ N A D P H生成系を添加する こと によ
り開始した｡ 酵素反応は 3 7℃で C Y P 3A 4､ CY P 3A 7とも30分間行い ､ 酢酸エ チル 5 mL
を加 える ことにより反応を停止した o 反応停止後､ 内部標準物質 (200将/mL フ ェ ノ バ
ル ビタ ー ル/メタノ ー ル溶液) 20 pL を加え､ 10 分間振倒混和し､ 3,000rpm で 1 0分
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間遠心分離後 ､ 酢酸 エ チル 層を別の 試験管 に移 し ､ 減圧下蒸発乾固した o 残液 にメ タノ
ー ル 100L1 を加え溶解した もの を H P LC 用試料とし､ 4 0pL を H P L Cへ 注入 した .
flP L C システム は ､ C BZ 10,1 トエ ポキシ化酵素活性測定で用い たもの と同様の シ ス テ
ムを用 いた . H PL C条件は検出波長を 260n m で行っ た以外はすぺ て N V P水酸化酵素括
性測定条件と同様に行っ た . 本条件にて ､ S M A Pは約 1 0分､ 内部標準物質は約 26分に
溶出したo
I - ト トg テス トステ ロ ン 6β- 水酸化酵素活性測定法
発現 C Y P 3A 4および C Y P3A 7におけるテ ス トス テ ロ ン 6β一 水酸化酵素活性の測定は
以下に挙げる最終濃度, 組成で 0.5 m L容量 にて行っ たo
O ミ クロ ゾ ー ム (C Y P 3A 4, 20p m oIG Y P/m L;C Y P 3A 7,4 0pm oI G Y P/mL)
0 0.1 M Kpi(pH 7.4)､0.1 m M E D T A､ N A D P H生成系(0.33m M N A D P+, 8 mM G- 6- P､
0.1 u nit G- 6- P D H､ 6 m M MgC12)
○ テス トステ ロ ン (基質)
反応は N A D P H生成系の添加により開始したo 酵素反応は 37℃で C Y P 3A 4は 1 0分
間, C Y P 3 A 7は 60分間行い ､ 酢酸 エチル 5 mL を加える ことにより反応を停止した o 反
応停止後, 内部標準物質 (1 00pM C B Z/メタノ ー ル溶液) 10pL を加え , 1 0分間振倒
混和 し､ 3,000rp m で 10 分間遠心分離した｡ 酢酸エチル層4 mL を別の試験管に移し､
減圧下蒸発乾固した. 残渡に分析用溶離液 100pL を加え溶解したもの を H P LC 用試料
とし, 4 0tAL を H P L Cへ 注入した｡
H P L C システム は ､ C B Z 10,l l- エポキシ化酵素活性測定で用い たもの と同様の シス テ
ム を用 い たo カ ラム は In e rtsil O D S- 2 (粒径5 lAm ､ 4.6×1 50m m､ ジ - エ ルサイ エ ン
ス), プレカ ラム として In e rtsil O D S- 2(粒径5 pm ､ 4.6×50m m､ ジ ー エ ルサイ エ ン
ス) を用 い ､ 4 5℃ のカラム 温度で使用したo
分析用溶離液 として , メタノ ー ル : アセ トニ トリル : 水 - 50:4:4 6 の割合で 混合し
た もの を脱気して用 い ､ 流速は 0 - 1 5分まで 0.7 mL/ 分と し､ その後 15- 25分まで
1.2m L/ 分とし基質を溶出さ せた o 検出波長は 23 6n m で行っ た o 本条件にて テス トステ
ロ ン 6β一 水酸化体は約8分､ 内部標準物質は約1 0分に溶出した .
Ⅰ 一 ト トh コ ルチゾ - ル 6β一 水酸化酵素活性測定法
発現 C W 3A4 および C Y P3A 7における コ ルチ ゾ - ル 6β一 水酸化酵素活性の 測定は以
下に挙げる最終濃度, 組成で 0.5 mL容量に て行っ た.
0 ミクロ ゾ ー ム (C Y P 3A 4, 20pm oI C Y P/m L;C Y P 3A 7,4 0pm oI C Y P/m L)
0 0.1 M Kpi(pH 7.4)､ 0.1 mM E D T A, N A D P H生成系(0.33m M N A D P+, 8 mM G- 6- P､
o.1 u nit G- 6- P D H､ 6 m M MgC12)
○ コ ルチゾ - ル (基質)
反応は N A D P H生成系の添加により開始したo 酵素反応は 37℃ で CY P 3A 4は 10分
間､ C Y P3 A 7は 60分間行い ､ 酢酸エチル 5 mL を加 える ことにより反応を停止した . 皮
応停止後, 内部標準物質 (1 2.5 Llg/m L S M A P/メタノ ー ル溶液)2 0pL を加え ､ 10分
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間振倒混和し､ 3,000rp m で 10分間遠心分離したo 酢酸エ チル 層 4 mL を別の紙数管
に移し､ 減圧下蒸発乾固した . 残漆に分析用溶離液 10･OLLL を加え溶解したもの を H P L C
用試料とし, 40pL を H P L Cへ 注入 した ｡
H P L C シス テムは ､ CBZ 10,1 トエ ポキシ化酵素活性測定で用いたもの と同様の シス テ
ム を用い た ｡ カラムは In e rtsi1 0 D S- 2 (粒径5 岬n､ 4.6×250m m､ ジ ー エ ルサイエ ン
ス)､ プレカラムとして In erts主1 0 D S- 2 (粒径 5tlm , 4.6×1 0m m､ ジ - エ ルサイ エ ン
ス) を用い , 55℃のカ ラム温度で使用 した ｡
分析用溶離液として ､ エ タノ ー ル :5 m M T E A F緩衝液 (pH 3.0) - 8 :92 の割合で
混合した もの を脱気して用 い , 流速は 1.0 mL/ 分と した ｡ カ ラム に残る物質を洗い流す
目的で 20 分より溶離液をエ タノ - ル :5･ m M T 昆A F緩衝液 (pH 3.0) - 4:6 の割合で
混合した もの に切 り換え 15分間カラムを洗浄した ｡ その 後分析用終離液に戻し､ さらに
20分間カラム を洗浄､ 平衡化した o 検出波長は 24 0n m で待っ たo 本条件にて コ ルチゾ
- ル 6β一 水酸化体は約1 6.5分, 内部標準物質は約1 2分に溶出した｡
Ⅰ 一 ト トi デヒドロエ ビア ンドロステ ロ ン1 6α 一 水酸化酵素活性測定法
発現 C Y P3 A 4お よび C W 3 A 7における D H E A 1 6α 一 水酸化酵素活性の測定は以下に
挙げる最終濃度､ 組成で 0.5 mL容量にて行っ た｡
○ ミ クロ ゾ ー ム (CY P 3A 4, 30pm oI G Y P/mL;C W 3 A 7,1 5p m oIG Y P/m L)
0 0.1 M Kpi(pH 7.4)､0.1 mM E D TA､ NA D P H生成系(0.3 3mM N A D P+､ 8 m M G- 6- P､
0.1 unit G- 6- P D H､ 6 m M MgC12)
○ デヒドロ エ ビア ン ドロ ス テ ロ ン (基質)
反応は N A D P H生成系の添加に より開始 した. 酵素反応は 37℃ で C Y P3 A 4は 15分
間, CYP 3A 7は 30分間行い ､ 2 M 酢酸ナ トリウム緩衝液 (pH 5.2) 1 m L を加え､ 氷冷
する こと により反応を停止した o 反応停止後､ 内部標準物質 (10 0pM llβ一 水酸化ア ン
ドロ ステ ロ ン/メタノ ー ル溶液)1 00pL､ 酢酸エ チル 5 mL を加え ､ 1 0分間振倒混和し､
3
,
00 0rpm で 1 0分間遠心分離したo 酢酸エ チル層 4 mL を別のス クリ ュ ー キャ ッ プ試験
管 に移し､ 減圧下蒸発乾固 した o 残遮は Ka w a s akiらの方法 (29) によ り蛍光誘導体化
を行っ た . すなわ ち､ 0.5 % トリク ロ ル酢酸/ベ ン ゼ ン溶液 0.4 mL､ 0.5 % ダン シ ルク
ロ ライ ド/エ タノ ー ル溶液 0.2 m L を加え蓋をした後､ 70℃ の湯浴で 90分間イ ンキ ュ ベ
- 卜した ｡ その 後､ 1.5 % ピル ビン酸/ベ ンゼ ン懸濁液 0.4 m L を加えさらに 70℃で 1 0
分間イ ン キ ュ ベ - 卜した ｡ 反応液 を減圧下蒸発乾固 した後 ､ 0.2 M 水酸化ナ トリ ウム 1
m L, ジクロ ロ メタ ン 2 mL を加え, 5 分間振倒混和し ､ 3,000rpm で 5 分間遠心分離し
た o 水相を除去後, さらに0.2 M 水酸化ナ トリウム 1 m L を加え同様の操作を繰り返し､
ジク ロ ロ メタ ン層を H P L C用試料とし, 20t^Lを H PL Cへ 注入 したo
蛍光誘導体化した D H E A の 1 6α -水酸化体は､ 蛍光検出器付きの H P L Cにて測定した o
H P L C システム は, し71 00型ポンプ, L- 74 80型蛍光検出器, L-7500型 ク ロ マ トイ ン
チグレ ー タ - (以上日立) を用 いたo カ ラム はIn e rtsil SIL(粒径5pm ､ 4.6×250m m､
ジ ー エルサイ エ ンス) を用 い , 室温 で使用した o
分析用溶離液として ､ ジク ロ ロ メタン : エ タ ノ ー ル - 10 0:1 の割合で混合したもの を
脱気して用 い ､ 流速は 1.0 mL/分としたo 検出波長は E X: 330n m､ E M: 4 95n m で行
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n J
筆数
っ た o 本条件にて D H E A 1 6α 一 水酸化体は約1 7分, 内部標準物質は約22分に溶出した.
Ⅰ - ト トj デヒドロ エ ビア ン ドロス テロ ン3一 硫酸 1 6α 一 水酸化酵素活性測定法
発現 C Y P 3A 4および CYP3 A 7における D H E A∵S 1 6α - 水酸化酵素活性の測定は以下
に挙げる最終濃度 ､ 組成で 0.5 m L容量にて行っ た o
O ミクロ ゾ ー ム (C Y P 3A 4,4 0pm oIC Y P/mL;C Y P3 A 7, 20pm oI GY P/m L)
0 0.1 M Kpi(pH 7.4)､0.1 mM E DTA､N A D P H生成系(0.3 3mM N A D P+, 8 m M G- 6- P､
0.1 u nit G- 6- P D H､ 6 m M MgC12)
○ デヒ ドロ エ ビアン ドロ ステ ロ ン 3一 硫酸 (基質)
酵素反応は D H E A 1 6c r水酸化酵素活性測定法と同様の 条件にて行っ た｡ 反応は 10 0℃
の湯浴で 10分間加温する ことで停止した. 冷後 , 2 M 酢酸ナ トリウム緩衝液 (pH 5.2)
1 mL お よびス ル フ ァ タ - ゼ (500u nit) を加え ､ 37℃ ､ 24時間脱硫酸抱合処理 を行っ
た o 脱硫酸抱合処理後の操作 , H P L C灸件は DH EA 16c r水酸化酵素活性測定法と同様
に行っ た .
Ⅰ - l - トk アンドロステ ンジオン6β- 水酸化酵素活性測定法
発現 CYP 3A4 お よび C Y P 3A 7にお ける アン ドロ ス テ ンジオ ン 6β一 水酸化酵素活性の
測定は以下に挙げる最終濃度､ 組成で 0.5 m L容量 にて行 っ た｡
○ ミク ロ ゾ ー ム (C W 3A 4, 20pm oICY P/mL;C Y P3 A 7, 40pm oI C YP/mL)
0 0.1 M Kpi(pH 7.4)､0.1 m M E D T A､ N A D P H生成系(0.33 mM N A D P+ , 8 m M G- 6- P､
0.1 u nit G- 6- P D H､ 6 mM MgC12)
○ アン ドロ ス テ ンジオ ン (基質)
反応は N A D P H生成系の添加により開始したo酵素反応は 3 7℃で C Y P3 A 4は 5分間､
c y p 3A 7は 15分間行い , 抽出用溶媒である クロ ロ ホルム : エ タノ - ル - 10:1 の割合に
混合したもの 5 mL を加える ことにより反応を停止したo 反応停止後､ 内部標準物質 (1 0
LLg/mL N,N,ジメチルゾニサ ミ ド/ 抽出用溶媒溶液) 20pL を加 え 1 0分間振倒混和し,
3,0 00rpm で 1 0分間遠心分離した｡ 上層を除去後 ､ 有機層を別の試験管に移 し減圧下
蒸発乾固した o 残液に分析用溶離液100pL を加え溶解 したもの を H P L C用試料とし､ 4 0
pL を H P L Cへ 注入した .
HP L Cシス テム は ､ C B Z 1 0,1 トエ ポキシ化酵素活性測定で 用い たもの と同様の シ ステ
ム を用 い た. カラム は In e rtsil O D S- 3V (粒径5 t^ m ､ 4.6×1 50m m, ジ ー エ ルサイ エ
ンス) を用い , 35℃の カラム 温度で使用 した .
分析用溶離液と して ､ 水 : メタノ ー ル : ア セ トニ トリル - 7 :3 :2 の割合で混合 した
もの を脱気して用 い , 流速は 1.O m L/ 分とした. カラム に残る物質を洗い流す目的で 2 0分
よ り溶離液を水 : メタ ノ ー ル : ア セ トニ トリル - 3 :3 :5 の割合で混合した もの に切 り
換え 20分間カ ラム を洗浄した. その後分析用溶離液 に戻し ､ さ らに 20分間カ ラム を洗
浄､ 平衡化した o 検出波長は 235n m で行っ た . 本条件にて ア ン ドロ ス テ ンジオ ン 6β-
水酸化体は約1 9分､ 内部標準物質は約1 3分に溶出した .
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なお ､ 以 上の 薬物お よび内因性ス テ ロ イ ド代謝酵素活性測定にお ける酵素蓋および反
応時間は ､ すべ て直線性の確認された範囲内である ｡
Ⅰ
-
⊥ト ト[ 反応速度論的解析法
反応速度論/ 1
o
ラメ 一 夕は, M icha elis - Me nten 式より Km および Vm a xを算出した. な
お ､ Ead圭eヰiofste eplot で シグモ イ ド型の 反応速度論曲線を示 したもの に関して は Eq. 1
に示 した 2- binding site モデル (24) により解析を行っ た o
v -[%],[1･& ･ S
2
KmlK m2〕 Eq･ 1
本モ デルで は､ 酵素 (E) と基質 (S) は酵素 一 基質 (ES) か E S 複合体を形成する こ
とがで き､ E S S複合体からの み代謝物が生成するとい っ た仮定による もの である (Fig.
ト3)o それ故, V m a xl は0 と設定され ることとな る .
反応速度論パ ラメ ー タは非線形最小自乗法ソフ トPr oFitt5.5(Qu a ntu mSoft, Zu rich,
Switze rland) を用い ､ Leve nbe rg- M a rquardt アルゴリズム (30) にて算出したo
なお､ 反応速度論的解析に際して の基質濃度は､ C BZおよびZ NS が15､ 20､ 50､ 10 0､
1 50､ 200､ 300､ 50 0pM にて ､ TZ Mは1 5､ 20､ 50､ 10 0､ 1 50, 2 00､ 3 00pM にて行
っ た o
S[te･1 s(tc>2
⊂テつ
s基質
Fig･ 1･3 野叩 O S edkin e血 s cぬe m e w地 m odi鮎d tw o私意nding
s墓忠e s w畳他意n a 弧 a C蜘e s玉食e.
(S, s ubstrate; P, pr oduct)
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-Ⅰ 一 卜2 結 果
Ⅰ∵l
- 2- a C YP3A4と C YP3 A7 の各種薬物および内因性ス テロイ ド代謝酵素活性の 比較
発現 CY P 3A 4お よび C Y P3 A 7に よる各種薬物代謝酵素活性を基質濃度 20pM および
200 pM で 比 較した結果 を Fig. ト4 に示 した o C W 3A 7による薬物代謝酵素活 性は
c y p 3A 4と比較して ､ 今回検討を行っ た 5 種類の 薬物いずれ にお いて も低値を示 した o
C B Z 1 0,1 トエ ポキシ化 ､ N V P 2- ､ 12一 水酸化､ T Z M l' - ､ 4 一 水酸化およぴ EM N 一 脱メ
チル化にお いて は C Y P3 A 7 の活性は ､ 基質濃度 20pM ､ 20 0pM ともすべ て CY P 3A 4 の
1/30以下で あり, 両者の 薬物代謝酵素活性に 大きな差が認 められたo 一 方, C Y P3 A 7 の
Z N S還元酵素活性は､ 基質濃度 20tlM ､ 200tAM とも C W 3A 4 の 1/2近くの活性を有し
て いた o また , NVP と T Z M の水酸化におい て , C Y P 3A4 と CY P 3A 7 で部位指向性の差
異が認め られたo N V P水酸化は ､ 基質濃度 20t^M では C Y P 3A 7 の活性が検出限界以下
で あ っ たが, 20 0pM におい て ､ C W 3 A 4 では 2
一 水酸化の方が 1 2一 水酸化よりも高値で
あっ たが ､ C Y P 3 A 7 では逆に 12一 水酸化の方が高値を示 したo T Z M水酸化は基質濃度 20
pM にお い て ､ CY P 3A 4 では 1
'
一 水酸化の方が 4一 水酸化 よりも若干高値で あっ たが ,
C Y P 3 A 7 では逆に 4- 水酸化の方が 1
'
一 水酸化よりも約 5 倍高値を示 した o 20 0トIM にお
いて は , C Y P 3A 4, C Y P 3A 7とも 4一 水酸化の方が高値を示 した o
発現 C W 3A 4お よび C Y P3A 7 による各種内因性ステ ロ イ ド代謝酵素活性を､ 基質濃
度 20tAM および200pM で比較した結果をそれぞれ Fig. ト5 に示した o C Y P 3A 7による
テス トス テロ ン ､ コ ルチゾ - ルおよびアン ドロ ス テ ンジオン 6β一 水酸化酵素活性はいずれ
も CY P3A4の それと比較して低値をとり,C Y P 3A 7による活性は基質濃度2 0トIM ､200pM
ともすべ て C Y P 3A 4 の 1/2 5以下で あり､ 両者の代謝酵素活性 には大きな差が認められ
たo 一 方､ D H E Aおよび D HEA - S 16α - 水酸化酵素活性は C Y P 3A 7 の方が C Y P 3A 4よ
りも高く ､ 特に D H E A∵S 1 6α 一 水酸化酵素活性は C W 3 A 7において は高い活性を示 した
が､ C Y P 3A 4にはほとん ど活性が認められなか っ た ｡
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Ⅰ - 卜2- b 反応速度論的検討 r
Table 1- 1 に C Y P3 A 4と C YP 3 A 7の薬物および内因性ス テ ロイ ド代謝における反応速
度論パ ラメ ー タ を示 した｡ CYP3A 4 の C BZ エポキシ化, テス トステ ロ ン 6β- 水酸化, ア
ン ドロ ス テ ン ジオ ン 6β- 水酸化は , 反 応速度論曲線が シ グモイ ド型 を呈 した た め , 2-
binding site モ デル によりパ ラメ - 夕を算出した o 一 方, C Y P 3A 7にお い て は ､ 今回検
討 を行っ た基質に関してはす ぺ て M icha el壬s - M e nte n型で あっ た ｡
Table 1-1 監in e鮎 pa r a m e毛e r s of dr ugs a nd e n曲)ge n o 阻S StC r Oids
m eぬbolis mbyCY P 3 A 4a ndCY P3 A7
Re actio ns Enzym e
Km Vm a x Vm ax/Km
(pM) (n m ol/n moIGY P/min) (mL/n m oI C Y P/ min)
Carba m a zeplne C Y P3 A 4 Kml = 1 朗..8 Km2 = 24 8.3
a Vm a x2 = 23.638a Vm ax2/Km2 = 0.09521
epoxidatio n C Y P3 A 7 720.9
Triazo1a m
lしhydr o又ylatio n
Triazo1a m
4-hydro xylatio n
Zo nis a mide
redu ctio n
C Y P3A 4 102.
C Y P 3A 7 122.7
C Y P 3A 4 594.5
C Y P3A7 364.3
C Y P3A 4 667.1
C Y P3A7 451.7
0.496
22.641
0.158
95.482
1.927
0.00069
0.22 153
0. 00 Ⅰ29
0.16061
0.(X)529
0.01 248
0.()0471
Testostero ne
6β-hydr oxylatio n
Cortoso1
6β-hydr oxylatio n
D H EA
16α -hydro xylatio n
D H E A-S
16α -hydro xylatio n
Androste ndio n e
6β-hydro xylatio n
C Y P 3A 4 Kml = 8.9 Km2 = 45.4
a
Vm ax2 = 112.678a Vm ax2/Km2 = 2.48194
C Y P3A7 30.1
CYP 3A 4 153.3
C Y P3A 7 230.1
C YP3A 4 10.2
C Y P3A 7 7.5
C Y P3A 4 n.d.
C Y P3A 7 17.0
0.881
13.806
0.048
8.121
17.386
n.d
6.604
0.(X)069
0.09 00 6
0. 00 021
0.79618
2.31813
n.d.
0.38847
C Y P3 A 4 Kml = 3.5 Km2 = 1 00.5a V max2 = 117.493a Vm ax2/Km 2 = 1.16905
C Y P3 A7 124.5 4.296 0.03454
Substrate c o nce ntratio n used w ere5-500pM .
a :An alyzed bythe m odifiedtwo -site equatio n(Vm a xl=0).
V = (Vm ax2S2/ Km lKm2)/(1+ S / Kml+ S2/ Km lKm2) (Korezekwa etal. , 1998)
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両酵素間の 薬物代謝にお ける反応速度論パ ラメ ー タの 比較におい て ､ K m は C B Zエ ポ
キシ 化を除き, CY P3 A 4と C Y P 3A 7 で大差は認 められなか っ たが ､ V m a又 は両酵素間で
大きく異な り ､ C Y P3 A 7は C W 3 A 4と比較して顕著に低値を示 したo 内因性ス テ ロイ ド
代謝において も薬物の場合と同様 , K m は C YP3A 4と C Y P 3A 7で極端な差は認められな
か っ たが ､ V m ax は両酵素間で 大きく異なり､ D H E Aおよび D H E A-S 1 6α - 水酸化酵素活
性を除き著しく低値を示 した o
21
第2節 部位指向変位導入酵素による検討
I 一軍- 1 実験方法
I - 2一 卜 a. 実験材料および試薬
本実験に用 い た昆虫細胞 (S ト9, T N- 5) は , 国立予 防衛生研究所 松浦善治 博士より
御恵与い ただい た o 組み換えバ キュ ロ ウイル ス 作成に用 い た トラ ン ス フ ァ ー ベ クタ ー は
In vitr oge n 社の p2 Ba c を , また , ウイルス D N A には P ha rM inge n 社の Ba c u r oGold
を使用 したo その 他の試薬な どはすべ て特級または生化学用の もの を使用 した o
Ⅰ - 2一 卜b C Y P 3A 7部位指向変異酵素の 作成
部位指向変異酵素作成における変典導入 は TaKaRa の ｢Mutan -Supe rExpr e s sK m｣
を使用 し , C Y P 3A 7イ ンサ ー トを組み込 んだベ クタ ー (C YP3A7/pK F1 8 K) をテ ンプレ
← トとし､ Table ト2 示 したプライ マ ー を用 いた P C R法により行っ た o 変典酵素は ､ バ
キ ュ ロ ウイルス ー 昆虫細胞発現系を用い て発現させた .
なお , 部位指向変異酵素を用 い た実験に際して は ､ 野 生型 C Y P3 A 4お よび C Y P 3A 7
も同様の 系にて 発現させたもの を使用 し, 酵素活 性測定時の 反応系には C Y P 1n m ol に
対 して ､ Fp225pm ol､ チ トク ロ ー ム b510p m olを添加したQ
Table 且-2 Pr孟m e rs Ⅶs ed Eo r a mp且畳侃c atiom o官CY P 3 A 7CDNA s鮎 -de豆r e cせed･
m utage m e si (SD M).
3 A7 3 A4 5' 3'
Nl16S
班17 4 D
N214 D
K224T
K 24E
K262E
Asn(N) Ser(S)
His(H) Asp(D)
As n(N) Asp(D)
Lys(K) T hr(T)
Lys(K) Glu(E)
Lys(K) Glu(E)
m AT G A AAR G C C ATC T C
AC CTvTGA A A宣△£GTCrTTG
A G ATTT包虻C C ATrA G ATC C
TCTC A ATA Aii GTCm TC C
T TC C A A G A良基基GT TATA A G
G GTC G C CT aAiA G A GAC A C
T he oligo n ucle otides which w ere usedto introduc ethe differe nt substitutio ns are
sho w n withthe specific cha nge u nderlin ed.
Ⅰ - 2- 2 結 果
Fig･ ト6 に C Y P 3A 7とそ の部位指向変位酵素および c w 3A 4による D H E Aおよび
D H E ATS 1 6α 一 水酸化酵素活性を示 した o 各種部位指向変異酵素の D H E A16c r水酸化酵
素活性を野生型 C Y P 3A 7 の活性と比較したと ころ ､ K 244 Eは 1 7 %､ K 224 Tは 23 %と
有意に低値を示 した o 一 方 ､ H 174 D､ N 214D は C Y P 3A 7 の活性と比較して ､ そ れぞれ
1 51 %､ 13 3%と有意に高値を示した . D H E A- S 1 6'α - 水酸化酵素活性におい て は ､ K 224T
で 消失し, K 244 Eで は野生型 C Y P3 A 7 の活性の 8%と有意に低値を示 した o また ､ H 1 74 D
は 123 %と有意に高値を示 した o
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Fig. 1･6 Co mpa ris o n of D H E A()a nd D H E A-S(A)16a -hydr o xylatio n a ctivitie s
betw e e nCY P 3 A 4, CY P 3A 7a ndSD Ms.
The c o n c entratio n of D H E A()and D H E A-S(B)w aslOOトんM . Data w as sho w n as m e an 士S.D. (n=3).
* pく 0.05,
* *
p< 0.01co mpar ed with C Y P3 A 7.
次に ､ D H E A 1 6c r水酸化酵素活性に閲し ､ 野 生型 C W 3 A 7 の活性と比較して 有意差
の 認 め られ た部位指向変異酵素 H 1 74 D､ N 214 D, K 224 Tお よび K 244 Eと , 野 生型
c y p 3 A 7､ C Y P 3 A 4 の各酵素を用 い ､ 反応速度論的解析を行 っ たo Fig. 卜7 に野 生型
C Y P3 A 7､ C Y P 3A 4および各種部位指向変兵酵素の Eadie - Hofste eplotを､ また , Table
1- 3 にそ の反応速度論パ ラメ - 夕を示した o C Y P3 A 4お よび N214 D におい て は､ その反
応速度論曲線はシ グモ イ ド型 を示 したが ,野生型 C Y P3 A 7および H 174 D, K 224 T, K 244 E
にお い て は M icha elis - Me nte n 型の 反応速度論曲線を示 した o D H E A 1 6(文一 水酸化酵素活
性にお ける Km 値は､ Fig. ト6 で有意な活性低下がみられ た K 224 T､ K 24 4 E ではそれぞ
れ ､ 野生型 C Y P3 A 7 の約 2 倍､ 2.5 倍に増加 し､ V m a xは顕著 に減少して いた ｡ また､
v m a x/Km は C Y P 3A 7を1 とする と ､ H 1 74 Dは 0.94､ K 224 Tは0.23､ K 244 Eは 0.07
で , K 224 T､ K 244 E では代謝効率が顕著に低下したo
Fig. ト8 に, C Y P 3A7 とその 部位指向変位酵素お よび c y p 3A 4による C B Z 10,11
-
エ ポキシ化 ､ r W P 2- ､ 12一 水酸化 ､ T Z M lし , 4- 水酸化 ､ E M N一 脱メチル化およびテス
トス テ ロ ン 6β一 水酸化酵素活性を示 した . い ずれの 反応に おい て も ､ C Y P 3A 4 の活性と
比較して , 野生型 C Y P 3A 7お よび各種部位指向性変異酵素の 活性は低値を示 し ､ 特に
K 24T, K 244 E の活性は低か っ た｡
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Fig･ 117 Eadie凋 oEstc cplots ofD H E A 16a･hydr o xylatio nbyCY P 3 A 7(A),
C Y P 3 A 4@ ), H 174 D(C),N 214 D(), K 224 T(E)a nd K244 E岬).
Lin es w eredra w n usingdata a n alyzed bythe m odifiedtw o-site equ atio nforC Y P3 A 4and N 214 D,
and byM icha elis- M ente n equ atio nfo rC Y P 3A 7, H 17 4 D, K 224 T, Ⅹ2 4 眠
Substrate c o n ce ntratio ns us ed w ere v aried fro m10to 200pM .
Table 1-3 K in etic pa r a m e蝕r s o
･&
'
D H E A 16α ･ぬydro xy3atio mby CY P 3 A 4,
CY P 3 A 7a nd C Y P 3 A 7SD Ms
C YP
Km Vm ax Vm a x/ Km
(LAM) (n m ol/n m oI C Y P/min) (mL/n m oI C Y P/min)
C Y P3 A7
C Y P 3 A 4
H 174 D
N 214 D
K 224T
K 24 4E
20.5
Kml =3 6.7 Km2 = 14.4 a
28.0
Kml = 33.6 Km2 = 8.7a
39.2
48.6
59.3
4.3
80.0
76.9
26.0
9.9
2.89
Vm a x2/Kml = 0.12
2.73
Vm a x2/Kml = 2.29
0.66
0.20
Substrate c o nc e ntratio n s us edw ere12.512 00pM.
α:Analyzed by也¢ m odifiedtw o-site equ atio n(Vm a xl=0).
V =(Vm ax2S2/ Kml Km2)/(1 + S / Kml +S
2/ Kml Km2) (Korezekw a eta い 998)
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Fig･ 1-8 Co mpa ris o n of m etabolic a ctivitie sbetw e e nCY P 3 A 4†CY P 3A 7a ndSDMs
at the c o n c e ntr atio n of lool▲M .
(A), C B Z 10,1l- epo xidation;(B), N V P 2- , 12-hydro xylatio n;(C), T Z M 1
'
,4-hydro xylatio n;(D), E M N-
dem ethylatio n;(E)T E S 6P-hydro xylatio n･
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第3節 考 察
CYP 3 A 4と CYP 3A 7 の基質特異性に関して は, これまで に断片的な検討 は行われて い
る もの の ､ 報告 に より異な っ た発現系が用 い られ て い る ため ､ 直接活性の 比較を行う こ
とが 困難で あ っ た o 今回 , 両酵素の基質特異性を明確にするため に､ バ キュ ロ ウイル ス -
昆虫細胞系により C Y P還元酵素と共発現させた C Y P 3 A 4と C Y P 3A 7を用 い て ､ 各種薬
物お よび内因性ス テ ロ イ ドの代謝酵素活性 を比較 した o その 結果 ､ 今回検討を行 っ た基
質の 中で C Y P3 A 7によ る 代謝酵素活性が C Y P 3A 4を上 回 っ た もの は D H E Aお よび
D H E A- S 16α 一 水酸化酵素活 性の みで ､ 他の 基質にお い て はす べ て C Y P 3A 7による代謝
酵素活性は CYP 3A 4による それを下回っ た o ただし､ C Y P 3A 4と C Y P 3A 7 の代謝酵素
活 性の差は基質によっ て大 きく異なっ て い たo また ､ W Pおよび TZ M水酸化 にお いて
部位指向性 の差異が認 められた ことか ら ､ 活性部位内部に おける基質の 配置は両酵素間
で差が ある ことが示唆された o
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o
ラメ 一 夕の 比較で は､ Km は薬物､ 内因性ス テ ロ イ ドとも C Y P 3A 4と
CYP 3A 7 で大差は認め られ なか っ たが ､ V m ax は両酵素間で 大きく異な り､ C Y P 3A 7は
C Y P3 A 4と比較して D H E Aお よび D H E A- S 16α 一 水酸化酵素活性を除き著しく低値を示
した. 以上の 結果は , C Y P 3A 4と C Y P 3A 7は少なく とも今回検討を行っ た基質に関して
は ､ 酵素との 親和性 に関して は両者で 大差な い もの の ､ 最大代謝酵素活性 に大きな差が
ある こ とを意味して い る ｡ この様に , 最大代謝酵素活性が CY P3 A 4と C W 3A 7 で異なる
理 由 として ､ 両酵素の代謝物に対する親和性の 差臭が考えられた o すな わち ､ C Y P 3A 7
で は代謝物が代謝部位に留まり易く､ C Y P の反応サイクルが C Y P 3A 4よ りも遅 い可能性
が考えられた o 一 方､ C W 3 A 7 の活性部位と考えられ るア ミノ酸のうち C Y P3 A 4と異な
る 箇所を CYP 3 A 4 のアミ ノ酸に置換した変真酵素 (N l1 6S､ H 174 D､ N 21 4 D, K 262 E)
はそ の いずれ もが DH E Aお よび D H E A- S 1 6α - 水酸化嘩素活性の低下を来さな かっ たの
に対し ､ 活性部位 へ の 入 り 口付近に位置する と考え られる 相違アミ ノ酸を置換した変異
酵素 (K 224 T､ K 244 E) で 札 D H E Aおよび D H E A- S 16α⊥水酸化酵素活性が著しく低
下し､ C Y P3 A 4 の活性に近づい た. C Y P 3A 7 の D H E Aおよび D H E A- S に対する 1 6c r
水酸化機能には､ 224番目お よび 244番目の リジン が重要で ある可能性が示 唆された ｡
こ の様 に, 酵素の 活性部位内部の 違い の みな らず ､ 活性部位 へ の 出入 り 口 の ア ミ ノ酸の
相違が両酵素の 最大代謝酵素活性の 差を生 じさせ て い る可 能性が考えられ た. しか し ､
これ ら の変異酵素を用 い た C B Z 10,1 トエ ポキ シ化 ､ N V P 2- ､ 12一 水酸化､ T Z M 1, - ､ 4 一
水酸化､ E M 八卜脱メチル化およびテス トス テ ロ ン 6β一 水酸化酵素活性の 測定におい て ､
K 224 T, K 244 Eは CY P 3A 7 の活性を上 回る ことはなく ､ む しろ逆に底値を示 した こと
か ら､ K 224 T､ K 244 Eも C Y P 3 A 4として の基質特異性は獲得して しゝ なしiと考えられた o
すなわ ち , 今回検討 したア ミノ酸残基 に関して は ､ C Y P3A7 の ア ミ ノ酸をその 位置に 対
応する C Y P 3A 4 のアミ ノ酸に - カ所変異さ せただけで は ､ 酵素の 基質特異性が C Y P 3A 7
型か ら C YP 3A 4型に変化するわ けで はない ことが示された o これらの 結果 より､ C Y P3 A 7
の 酵素学的特性を規定して い るアミ ノ酸残基は1 つ で はない という可能性が考えられた o
今回検討 を行っ た 一 部の 基質にお い て は ､ C Y P 3A 4による代謝反応の 反応速度論曲線
はシ グモイ ド型 を示したo 非 M icha elis- M e nten 型の kin etic パ タ ー ンを示す反応速度論
的解析法として , Korz ekw a らは 2-binding site モ デル を提唱して い る (24)o 本モ デ
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ルは C Y P の活性部位に 2 つ の基質が同時に存在で き ､ そ の いずれからも活性化酸素にア
クセス で きる とい っ た もの で , 代謝生成物の解離が速い と仮定する とその 速度式は Eq. 2
とな る ｡
Ⅴ -
V m a xIS . V m a x2S2
K ml K m l K m2
s2
K m l K m 2
Eq. 2
しか し､ Eq. 2 による解析で は ､ 非線形最小自乗法で 計算する際の初期値の取り方や実
験誤差等により , 唯 一 の解答を得る こ とが困難で あ り, たとえば c y p 3A 4 による C BZ
10,1 トエ ポキ シ化において Ko r zekw aらは V m a xl が V m ax2 に比べ 非常に小さい値をとる
ことか ら, V m a xl- 0 とした Eq. 1 (P 16) による解析も行っ て いる ｡ また､ Do m a n sk王ら
もプロ ゲス テ ロ ン の 6β- 水酸化の速度論的解析に際し､ 同様の理 由から Eq. 1 を採用 して
い る (23)o そ こで今回の検討 で は, 非 M icha elis - M e nte n 型 の kin etic パ タ ー ン を示 し
た反応の解析は Eq. 1 を用い て行っ た｡ 本モ デル におい て は､ K m l ある いは Km2 の いず
れかが十分に 小さ い場合は 一 方の site の存在は無視す る ことが可能となり , その 反応曲
線は M icha elis - Me nte n型 に近似する ことになる ｡ これ まで 当研究室で の検討結果 より,
cy p3 A 7 の活性部位は C YP 3 A 4と同様かなり広く ､ 複数の基質を収容する ことが可能と
考えられ る が ､ CYP 3 A 7は今回検討 を行 っ た基質にお い て はすぺ て M icha elis- M ente n
型 を示 したo よ っ て , C Y P 3A 7は今回検討を行っ た基質に関して は活性部位内の 単 一 の
部位で しか相互作用 を起 こさない ､ ある い は これ ら基質の s主te- 1 へ の アフィ ニ チイ - が
極め て大き い ため見か け上 M icha elis- M e nte n 型 を示す可能性が考え られた . C Y P 3A 7
の 部位指向変兵酵素 を用 い た検討 におい て ､ C Y P 3A 7 の活性部位内部に存在する と考え
られる 214番の アス パ ラギン をアス パ ラギン酸に変異させた N 214 Dは ､ D H E A 16α - 水
酸化の 反応速度論曲線が M icha elis - Me nte n 型か ら C Y P3 A 4 のように シグモイ ド型 に変
化 した. C Y P 3A 7の 214番の アス パ ラギンは, 活性部位内部の構造に何らかの寄与をし､
c y p 3 A 4と CY P3A7 の kin etic パタ ー ン の相違に影響を与えて い る ことが示唆され た.
また ､ 今回検討を行っ た基質で C Y P3A 7による 代謝酵素活性が C Y P3 A 4を上 まわ っ
た の は D H E Aお よび D H E ATS 16α 一 水酸化酵素活 性の みで あっ た が , 最近の 報告 で
c y p 3A 7は高い レチノイ ン酸の 4- 水酸化酵素活性をもち ､ C Y P3 A 4を含む各種 C W 分
子種で 比較した場合､ 突出して そ の活性が高い ことが報告されて い る (31,32)｡ レチノ
イ ン酸は形態形 成物質の 本体として 注目 され て い る もの で , 特 に発生分化の 際の形態形
成に レチ ノイ ン酸の 濃度勾配が方向を定吟るとされ て い る o C Y P3A 7は , 胎児期に 高濃
度 に存在し胎児の 発育 , 妊娠の維持に重要な役割を演じて い る D H E ATS や発生分化の 際
の 形態形成に重 要な レチ ノイ ン酸の 代謝に も関与して い る ことか ら､ 形態形成期にお い
て 極めて重要は役割を担っ て い る酵素と考えられ る ｡
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第 Ⅱ章 内因性ス テ ロイ ドの CY P3A 活性 に及ぼす影響
新生児期は成人とは大きく異なる内因性ス テ ロ イ ドの 分泌 パ タ ー ン を示 し､ C Y P3 Aは
これら内因性ス テ ロ イ ドの 代謝に も関与す る o 新生 児期 の 薬物代謝能 を考え る上 で ､
C Y P3 A 4お よび c yp3 A 7による薬物代謝酵素活性に及 ぼす内因性ステ ロ イ ドの影響を明
らか にする必 要がある と考え ､ 各種内因性ス テ ロ イ ドが両酵素の 触媒す る薬物代謝に対
し如何なる影響を及ぼすか につ い て ]
'
n vl
'
tT O系にて検討を行っ たo
第 1節 発現酵素による検討
Ⅱ - 卜l 実験方法
Ⅱ - ト ト a 実験材料および試薬
プレ グネノ ロ ン ､ プレグネノ ロ ン - S､ プロ ゲス テ ロ ン ､ アル ドス テ ロ ン ､ コ ル チゾ -
ル , D H E A, DH E A- S､ ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン ､ エ ス トロ ン , エ ス トラジオ - ル は シ グ
マ 社よ り ､ 1 7α 一 水酸化プレ グネノ ロ ン ､ 1 7α 一 水酸化 プレグネノ ロ ン - S､ 17α 一 水酸化プ
ロ ゲス テ ロ ン はス テ ラロ イ ド社より ､ テ ス トス テ ロ ンは第 一 化学薬品よ り購入 したもの
を使用 したo これら ､ 14種類の 内際性ステ ロ イドの構造式を Fig. 2- 1 に示 したo なお ､
そ の他の試薬類はすべ て特級または生化学用の もの を使用 した｡
Ⅱ 一 ト トb 各種内因性ステ ロイ ドを用 いた添加実験
発現 C W 3 A 4と C Y P 3 A 7による薬物代謝酵素活性 に及 ぼす各種内因性 ス テ ロ イ ドの
影響に つ い て検討を行 う目的で Fig･ 2- 1 に示 した 1 4種類 の 内因性 ス テ ロ イ ドを反応系
に 添加 し ､ 代謝酵素活 性 の 変化を測定 した o また ､ C Y P 3A 4の 触媒反応を活性化 する こ
とが知 られ て い るc rナ フ トフ ラボ ン 添加 の 影響 に つ い て も 同時に検討 を行 っ た o なお ､
検討 を行 っ た薬物代謝反応は第Ⅰ 章と同様 の C B Z 10,1 トエ ポキ シ化 ､ N V P 2- ､ 1 2- 水
酸化 ､ TZ Ml' - ､ 4 - 水酸化 ､ E M N - 脱メ チル 化 および Z N S還元反応で あり ､ 代謝酵素
活性 の 測定も第I 章と同様の 方 法で行 っ たo 薬物 ､ 各種内因性 ス テ ロ イ ド､ c rナ フ トフ
ラボン はす べ て 1 00pM となるように反応系に添加 したo
また ､ 発 現 C Y P3A 4および C Y P3 A 7による C B Z 10,l l- エ ポキ シ化酵素活性 に及ぼす
内因性 ス テ ロ イ ド添加濃度の 影響 に つ い て検討を行 っ た . ア ル ドス テ ロ ン ､ D HE A- S､
ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン お よ び エ ス トラ ジオ ー ル を 2 5､ 5 0､ 100､ 200uM とな るように
反応系に添加 し､ C BZ 10,1 トニ ポキシ化酵素活 性 の 変化 を測定した｡ なお ､ C B Zの 濃度
は 100pM に て行 っ たo
内因性 ス テ ロ イ ド添加 に よ る活性 変化 に つ い て さ らに 詳 細に 検討す る 目的 で ､ 発 現
C Y P 3 A 4および C Y P 3A 7 による C B Z 10,ll- エ ポキ シ化の反応速度論曲線が ､ それぞれ
ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン お よび DH E A- S の 添加 に より如何に 変化する か 検討を行 っ た｡
C B Z 10,1 トニ ポキ シ化 の反応速度論解析にお ける基質濃度は 15､ 20､ 50､ 100､ 150､
200､ 300､ 50 0pM の 8 ポイ ン トで行 い ､ 内因性 ス テ ロ イ ドは 100pM となる ように反
応 系 に添加 したo また ､ C BZの 添加 が ､ C Y P 3 A 4 に よる ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン 6β- 水酸
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化および C Y P3 A 7によ る DHE A- S 16cr 水酸化の反応速度論曲線に如何なる影響を及 ぼ
すか に つ い て も検討 を行 っ た ｡ ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン 6β一 水 酸化 の 反応速度論解析にお
ける革質濃度は 5､ 10､ 1 5､ 20､ 50､ 10 0､ 15 0､ 2 00､ 300､ 500pM の 1 0ポイ ン ト､
D H E A- S 16(x一 水酸化の反応速度論解析における基質濃度は10､ 15､ 20､ 50､ 1 00､ 150､
2 00､ 300､ 5 00tAM の 9 ポイ ン トで行い ､ C BZ は 100 ドM となるように反応系に添加 し
た.
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Ⅱ 一 卜2 結 果
Ⅱ 一 卜2- a 内周性ス テ ロイドの各種薬物代謝酵素活性に及 ぼす影響
Fig･ 2- 2 に C Y P3A 4および c y p 3A 7の C B Z 10,1 トエ ポキシ化酵素括性に及 ぼす各種
内因性ス テ ロ イ ドおよびα - ナ フ トフ ラボン添加 の影響を示 した . C Y P 3A 4におい て は,
D H E A､ ア ン ドロ ステ ン ジオ ン ､ テス トス テ ロ ン とい っ たア ン ドロゲン 添加 により C B Z
1 0,ll- エ ポキ シ化酵素活性がコ ン トロ ー ル活性と比較して 1.5 倍以 上に上昇したo 特に
ア ン ドロ ス テ ンジオ ン によ る活 性上昇は顕著で ､ コ ン ト ロ ー ル と比較して 約 3 倍に上昇
したo 一 方, c y p3A 7 におい て は, プレグネノ ロ > - S､ 17α 一 水酸化プレグネノ ロ ン S,
D H E ATS とい っ た 3 位の 硫酸抱合ス テ ロイ ドとア ンドロ ステ ンジオン添加 により､ C B Z
1 0,1 トエ ポキ シ化酵素活性は コ ン トロ ー ルと比較して 1.5 倍以上に 上昇したo 特 にプレ
グネノ ロ ン IS と D H E A- S による活性上昇は顕著で コ ン トロ ー ル活性と比較して 3 倍以
上に上昇 したo
Fig･ 2- 3 に C Y P3A 4および c y p3A 7 の N V P 2- ､ 12一 水酸化酵素活性に及ぼす各種内
因性ス テ ロ イ ドおよびα - ナ フ トフ ラボン添加 の影響を示 した . C Y P3 A 4におい て は ､ 2-
水酸化酵素活性を 1･5 倍以上上昇させ たの はアル ドス テ ロ ンとテス トス テ ロ ンで ､ 1 2- 水
酸化酵素活性を 1･5 倍以上上昇させ たの は D= E A､ アン ドロ ス テ ンジオ ン ､ テス トス テ
ロ ン とい っ た ア ン ドロ ゲン とアル ドス テ ロ ン で あ っ た . また , エ ス トロ ン , エ ス トラジ
オ ー ル とい っ た エ ス トロ ゲン によりいずれ の水酸化反応も阻害を受けた｡ 一 方､ CY P 3A 7
におい て は､ 両水酸化を 1･5 倍以上活性化したの は D H E A- S お よびアン ドロ ス テ ンジオ
ン で あ っ た o また ､ C Y P3 A 4と同様エ ス トロ ン ､ エ ス トラジオ ー ル とい っ た エ ス トロ ゲ
ン によりいずれ の水酸化反応も阻害を受けた.
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Fig. 2-3 E 恥cts ofe ndoge n o Ⅶs ste r oids a nd α･ n aph 払o鮎 v o n e o nNVP 2- a nd 且2-
hy血 o xyla鮎 n bye xpr es s ed CY P3 A 4(A)a ndCY P 3A 7(A)･
T he co nc e ntratio n ofe ndoge n o u s steroids, α -n aphtho凸av o ne, a nd N V Pw asloopM ･ Bas ala ctivities of
2- and 12-hydr oxylation w ere0.72and 0.22(C Y P3 A 4),0.01and O･01nmol/n moICY P/ min(C Y P3A 7),
respectiv ely.
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1 5 0 1 0 0 5 0 0
perc entofc ontrolactivity(%)
CY P3 A7
0 5 0 1 0 0 1 5 0
Perce ntofco ntro暮activity(%)
Fig･ 2-4 E ffe cts ofendoge n o u s ste r oids a 王1d a
- n apllthofla v o n e o nT Z M I
'
･ a nd
4･ hydr o xylatio nbye xpr e ss edCY P 3 A 4(A)a ndCY P 3A 7(A)･
T he c o n c entratio n ofendogen o u s steroids, α -n aphthofla v o ne, a nd T Z Mw aslOOド･M ･
Bas ala ctivities of 17- a nd 4-hydroxylation w ere1i.32and 14.00(C Y P3 A 4), 0･06a nd O･58
n m ol/n m oI C Y P/min(C Y P3 A 7), r e spectiv ely.
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Fig. 2- 4 に CY P 3A 4お よび m 3A 7 の T Z M l
'
-
､ 4 一 水酸化酵素活 性に及ぼす各種内
因性ス テ ロ イ ドお よびα - ナフ トフ ラボン添加 の 影響を示 した o C Y P3 A 4にお い て は ､ 雨
水酸化反応 を活性化させ た内因性ス テ ロ イ ドは存在せ ず､ 多くの 内因性ス テ ロ イ ドが雨
水酸化反応を阻害した o なお , 活性低下の割合はほとん どの 場合 4 一 水酸化よ りも 1
'
- 水
酸化の方が大きかっ たo 一 方､ C Y P 3 A 7にお いて ､ 1.5 倍以上の活性上昇が認められたの
は アン ドロ ス テ ンジオ ン添加時の 4 - 水酸化反応の みで ､ C Y P3 A 4同様, 多くの内因性ス
テ ロ イ ドが両水酸化反応を阻害したo また､ 活性低下の割合も C Y P 3A 4同様､ 4 - 水酸化
よりも 1
'
一 水酸化の方が大きか っ たo
Fig. 2- 5 に C Y P 3A 4 の E M N一 脱メチル化酵素活性に及 ぼす各種内因性ス テ ロイ ドお
よびα - ナフ トフ ラボン添加の 影響 を示 したo ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン , テ ス トス テ ロ ン ､
エ ス トラジオ ー ルお よびα - ナフ トフラボン添加により E M N- 脱メチル化酵素活性はコ ン
トロ ー ル活性と比較して 5 0%以下に低下した . C Y P 3A 7 に関して は ､ 測定感度の 問題か
ら検討する ことがで きなか っ た o
C YP3 A4
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Pregn e n olcn e
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Aldo stero n e
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Andor o ste ndio ne
Te sto stero ne
Estro ne
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α
- Naphthoflav o n e
1 5 0 1 0 0 5 0 0
Perc e ntofc ontrolactivity(%)
Fig･ 2-5 Effe cts ofe ndoge n o us ste r oids a nd a -n aphthofla v o n e o n
E M N･de m ethylatio nbye xpr e ss edCY P 3 A 4.
T he co nc entratio n ofe ndogen o us ster oids, α - naphthonav o n e, a nd E Mw as100p･M .
Bas ala ctivityw as6.15n m ol/n 皿01 C Y P/min.
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Fig. 2- 6 に C Y P3A 4の Z N S還元酵素活性に及 ぼす各種内因性ステ ロイ ドおよびα - チ
フ トフラボン添加の影響を示 した o C Y P 3 A 4､ C Y P3A 7とも Z N S還元酵素活性を 1.5 倍
以上 上昇させ た内因性ス テ ロ イ ドは存在せず ､ すべ て の ス テ ロ イ ドで 活性低下をきたし
た .
■
阻害の受け方は C Y P3 A 4と C Y P 3A 7 で類似して おり､ 特にプロ ゲステ ロ ン ､ D H E A,
ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン ､ テ ス トス テ ロ ン ､ エ ス トロ ンおよびα - ナ フ トフ ラボン に より ､
C Y P 3A 4と C Y P3 A 7ともコ ン トロ ー ル活性の 50 %以下 に活性が低下したo
CY P3 A4
Pregn e nol ne
Pregne n ol n e-S
Pr ogesl:Cr o ne
Afdostero n e
1 7αOH Pr ogesteron e
17(10日Pregn e no ro n e
-S
1 7`ェOH Pregn e no ro n e
Co rtis ot
DHE A
DHEA･ S
Ando ro stendio n e
Te stQStC rO n e
Estror栂
Estradiol
a - Naphthoflavone
1 0 0 5 0 0
Perc entofc o ntrola ctivity(%)
CY P3A 7
0 5 0 1 0 0
Perc entofc ontrolactivity(%)
Fig･ 2-6 Efre cts ofe ndogc n o u s ste r oids a nd a ･ n aphthofla v o n e o nS M A P
fo r m atio nfr o mZ NSbye xpr e ss ed C Y P 3 A 4()and CY P 3 A 7(A)･
T he co n c entratio n ofendoge n ou s ster oids, c - aphthona v o n e, and Z N Sw as100tlM ･
Bas alactivities of CY P 3A 4a nd C Y P3A 7w ere0.86and 0.21n m ol/n m oI C Y P/ min,r e spectiv ely.
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発現 C YP3 A 4および c yp 3 A 7による C BZ 1 0,1 トエ ポキ シ化酵素活性に つ い て ､ 4 種
類の 内因性ス テ ロ イ ド (アル ドス テ ロ ン , ア ン ドロ ス テ ンジオ ン ､ D H E A- S, エ ス トラ
ジオ ー ル) の 濃度変化と活性の変化に つ い て検討を行 っ た o Fig. 2- 7(A) に示 したよう
に , C Y P 3A 4による C B Z 10,1ト エ ポキ シ化酵素活性は､ ア ン ドロ ス テ ンジオ ン添加によ
り濃度依存的に上昇した o アル ドス テ ロ ン ､ D H E A-S､ エ ス トラ ジオ ー ル はい ずれ も濃
度依存的な活性の変化は認められなかっ た. 一 方, Fig. 2- 7(B) に示したよう に, C Y P 3A 7
による CBZ 10,1 トエ ポキ シ化酵素活性は､ D H E A- S､ ア ン ドロス テ ンジオ ン添加により
濃度依存的に上昇し , エ ス トラ ジオ ー ル添加により濃度依存的に低下した . アル ドス テ ロ
ン添加 では濃度依存的な活性変化ほ認められなかっ たo
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Fig･ 2･7 Co n c e ntr ado n-depe nde n七e恥 cts ofe m血ge n o u s ste r oids o nCB Z
10,1 11 epO Xidatio nbye xpres s ed C Y P 3 A 4()a ndCY P 3 A 7(A.).
T he c o n ce ntratio nofC B Zw aslOOけM .
0, Aldosterone;㊨, D H E A-S;△ , Androstendio ne;A, Estradiol.
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Ⅱ - l - 2 - b 反応速度論的検討
C BZ 10,l l- エ ポキシ化酵素活性を変化させた内因性ステ ロ イ ドの影響に つ いて ､ さ ら
に詳細に検討する ために､ 発現 C Y P 3A4 および CY P 3 A 7を酵素源として アン ドロ ステ ン
ジオ ン, エ ス トラジオ - ル ､ D H E A- S添加と非添加時で 反応速度論的検討を行 っ た.
Fig. 2- 8 に発現 C Y P 3A 4による C BZ 1 0,1 トエ ポキ シ化の s ubstr ate- v elo city c u rv e
および Eadie - Hofste eplot を, Table2- 1 に M icha elis- Me nte n式および2- bindingsite
モ デル に よ る解 析で 算 出した 反応速度論パ ラメ ー タ を示 した o ス テ ロ イ ド非添加時の
C Y P3 A 4 による C BZ 1 0,1 トエ ポキシ化の速度論曲線はシ グモイ ド型を示 し ､ 2- binding
site モデル による解析より ､速度論パラメ ー タは Km 1 - 1 04.8汁M ､ K m2 - 24 8.3 pM ､ V ma x2
- 23.638n m ol/n m oI C Y P/min と算出された . アン ドロ ス テンジオンの添加 により Km l
は1 2.8t^ M と顕著に低下し, シグモ イ ド曲線は M icha elis - M e nte n型 へ 変化したo また ､
同時に Km2 の低下と V m a x2 の 増加が認 められ , V m ax2/K m2 はア ン ドロ ス テ ンジオ ン添
加により 2 倍以上に増加した o エ ス トラ ジオ ー ルの添加 も Kml の顕著な低下をきた し､
反応速度論曲線は M icha elis- M e nte n 型 に変化した o しか し , V m ax2 はほ とん ど変化せ
ず Km 2 が 3 倍近く増加したため ､ V m ax2/K皿 2 は顕著に低下した｡ D H E A∵S の添加 によ
る反応速度論パ ラメ ー タの変化は認められなかっ た .
(A)Substrate-velo city c u rv e
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(a)Eadie- Hofste eplot
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Fig. 2･8 SⅦ･bstr ate
･ v elo cityc u r v e(A)a nd Eadie-H ofsteeplot@ )ofCB Z 10,11･
epo xidatio nbye xpr es sed C Y P 3 A 4･
The r ea ctio ns w ereperfor m edinthe abse n ce orprese n ce of lOOLLM effectorsI Lines w eredra w n
u slngdata an alyz ed bythe m odifiedtw o
ISite equ atio nforC B Zo nly, plusD H E A-S, a nd byMichaelis
-
Me nte n equ atio nforplus androste ndio n e,plus estradiol, r e spectiv ely･
○, C B Zo nly; △ , plu sDH E A-S; ㊨, plus a ndr oste ndio n e; A , plu s estradiol･
3 5
Tab丑e2-1 瓦in etie pa r a m eie r s of CB Z 且0,且且･ epo xidatio nbye xp訂e S S edCY P 3A格
C B Zo nly
Plus Plus Plus
andorostendion e estradioI D H E A-S
Krn
Vm ax
Vm ax/ Km
181.0 702 A
31.17 25.49
0
.
17221 0.03629
2.1 80.9
666.9 246.4
24
.
762 22.589
vm ax2/K m 0.09521 0.20809 0.03713 0.09168
Substrate conce ntratio n used w as15-500pM ･ T he re actio ns w erepelfol m ed inthe
abse nc e orprese nc e of 100pM effectors. Units of the co nstants are asfollo w s:K m
(appare nt), pM; and Vm ax, n m ol/n m oI C Y P/ min. K m a nd Vm axw er e c al ulated by
M ichaelis-M enten equ atio n.
K ml, K m2 a nd Vm a x2 w e r e cal ulatedbythe m odifiedtwo -site equ atio n(Vm a xl=0).
V= (Vm ax2S
2
/KmlK m2)/(1+S /Kml+S2/KmlK m2) (Ko re zekw a etal. ,19 8)
Fig･ 2- 9 に発現 C Y P3A7 に よる C B Z 10,1 トエ ポキシ化の s ubstr ate- v elo city c u r v e
お よび Eadie - Hofstee plot を ､ Table 2- 2 に反応速度論パ ラメ ー タを示 した o C Y P3A 7
に よ る C BZ 10,1 トエ ポキ シ化の 反応速度論曲線はス テ ロイ ドの 存否 に関わ らずす べ て
M icha elis- M e nte n型 を示 したo ア ン ドロ ステ ンジオンおよび D H E ATS の添加により Km
の低下が認 められ , V m a x/K m はそれぞれ約 2 倍､ 3.7 倍に増加した o D H E ATS 添加 にお
いて は V m ax の増加も認められた o エス トラジオ ー ル添加 におい ては Km は ほとん ど変化
しな いかむ しろ低下傾向であっ たが ､ V m a xが顕著に低下し､ V m a x/Km は約 1/3 に低下
した o
(A)Substrl)te- V elo cityc u r v e (B)Eadie-Hofste eplot
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Fig･ 2･9 Substr ate- v elo ci& c u r v e(A)a nd Ea 曲 ･H ofste eplot(A)ofCB Z10,ll-
epo xidatio nbye xpr e s s edCY P3 A 7.
T he re a ctio ns w ereperfor m ed inthe abse nc eorpresenc e of lOOpM effe ctors･ Lin e weredra w n using
data a n alyzed byM ichaelis- M enten equatio n.
0 , C B Zo nly; △ , plusD H E A-S; ⑳, plus andro stendio n e; A ,plus estradiol.
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Table2･2 旺in eticpa r a m ete r s ofCB 7J 10,111 ePO Xidatio nbye xpr e ss ed C Y P 3 A 7
C B Zo nly
Plus Plus Plus
andoroste ndione estradioI D H E A-S
K m 720.9
V m a x 0.496
Vm ax/ Km 0.00069
382.8 616.7 280.1
0.526 0.148 0.711
0.00137 0.00024 0. 00 254
Substrate c oncentration used w as15-50 pM . T he reactio ns w ereperfo r m ed inthe
abse nc e orpres en ce of 100咋M effectors. Units ofthe co nstants are asfollo w s:K m
(appare nt), pM
･
, a ndVm aJ(, n m Ol/nm oICY P/min. K m a nd Vm axw e r e cal ulated by
M ichaelis- Mente n equation.
次に , C Y P 3 A 4および C Y P 3 A 7による C BZ 1 0,1 トエ ポキシ化反応をそれぞれ顕著に
活性化させ たア ン ドロ ス テ ン ジオン および D H E A∵S に着目 し､ C BZ の存在が これ らの
ス テ ロ イ ド代謝 に如何な る 影響を及 ぼすか に つ い て 検討 を行っ た . Fig. 2- 10 に発現
c y p 3A 4 による アン ドロ ステ ン ジオ ン 6β- 水酸化反応の s ubstr ate
-
v elo city c u rv eおよ
び Eadie - Hofste e plot を､ Table 2- 3 に反応速度論パ ラメ ー タを示 したo C YP3A4 によ
るア ン ドロ ス テ ン ジオ ン 6β一 水酸化の 反応速度論曲線は C B Zの存否に関わ らずシ グモイ
ド型 であっ たoC B Z添加 により Km2は変化しなか っ たが ､V m ax2がやや低下し､V m ax2/Km 2
はやや低下した｡
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Fig. 21 0Substr ate･ v elocityc u r v e(A)a nd Eadie
- Hofste eplot(A)of
a ndr o ste ndio n e6β･hydr o xylatio nbye xpr e ss edCY P 3 A4･
T he rea ctio n s w er perfor m ed inthe absen c e orp es e nc e of lOOuM effectors･ Lin es w e
r dra w n uslng
data an alyzed bythe m odifiedtw o
-site equ atio n.
O , Androst¢ndio ne only;㊨ ,plusC B Z･
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Table213 K in cticpa r a m ete r s ofa ndm )stc nd壬o n e坤 ･hydr oxylat互on by
e xpre s s ed C Y P 3 A 4
Andro ste ndion e o nly plusC B Z
K ml
K m2
Vm ax2
V m 拡2/ Km
3.5
loo.3
117.493
1.1714 2
2.0
97.8
8l.370
0.83200
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K ml, K m2a nd Vm ax2 w ere cal ulated bythe m odifiedtw o-site equ atio n(V m a xl=0).
V =(Vm ax2S2/Kml K m2)/(1+S /Kml+S2/KmlK m2) (Korezekw a etal. ,1998)
Fig･ 2-11 に発現 C Y P 3 A 7 による D H E A- S 16α - 水酸化反応の s ubstr ate - velocity
c u rv eお よび Eadie - Hofste e plot を ､ Table 2- 4 に反応速度論パ ラメ ー タを示 した .
C Y P 3A 7に よ る D H E A∵S 16c r水酸化 の 反 応速度論曲線は C B Z の存否 に 関わ らず
M icha elis - Me nte n型 を示 した｡ C B Z の添加 による K m および v m a xの顕著な変化は認め
られなか っ たo
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Fig･ 2-I1 Substr ate･ v eio cityc u r v e(A)a nd F,adie- Hofstc cplot(A)ofI)H E A-S
16a･hydro xyla也o nbye xpr e ss edCY P 3 A 7.
T he rea ctio ns w ereperfor m ed inthe abse n ce orprese n ce of 100pM effe ctors･ Lin e w eredr a w nusing
data a n alyz ed bythe modifiedtw o-site equ atio n.
0, D H E A-Sonly;㊨ ,plusC B Z.
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転Tab!e 2･4 K in etic pa r a m ete r s of D H E AIS16a･hydr o xy)a‡io m
bye xp1
.
e S S ed C Y P 3 A 7
DH E A-Sonly plusC B Z
K m
V m ax.
Vm ax/ Km
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第 2節 ヒ ト肝ミク ロゾ ー ム による検討
第 1 節にお いて発現 C Y P 3A 4を酵素源とし, 各種内因性ス テ ロイドを添加し ､ 各種薬
物代謝酵素活性を測定した と ころ ､ 一 部の 内因性ス テ ロ イ ドの 存在によ り薬物代謝酵素
活 性お よび反応速度論曲線の パ タ ー ンが 変化す る ことが明らかとな っ た o 本節で は酵素
源 として ､ 生体によ り近 い と考えられる ヒ ト成人肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い ､ 発現 C Y P 3A 4
を用いた場合と同様の現象が観察されるか否か に つ い て検討を行っ た.
Ⅱ - 2- 1 実験方法
Ⅱ - 2一 卜 a 実験材料および試薬
実験に用 い た ヒ ト成 人肝ミ ク ロ ゾ ー ム は HL214(38.7 m g pr ot./mL, 0.351n m oI
C Y P/mL; 57才 ､ 男性) で ある o その他の試薬, 酵素類は第 1 節と同様の もの を使用 し
たo
Ⅱ - 2一 卜b 代謝酵素活性測定法
C B Z1 0,ll- エ ポキ シ化､ N V P水酸化および z N S還元酵素活性の 測定はミ ク ロ ゾ ー ム
蛋 白濃度 1 mg/m L にて､ TZ M水酸化酵素活性の測定は 0.2 m g/m L にて ､ E M Ⅳ一脱メ
チル化酵素活性の測定は 0.5 m g/mL にて ､ 1 m L の反応液で行っ た (33)｡ それ以外の
操作は発現ミ クロ ゾ ー ム の場合と同様の 方法で行っ た o
Ⅱ - 2- ト c 各種内因性ス テ ロ イ ドを用いた添加実験
ヒ ト成人肝ミ ク ロ ゾ ー ム に よる 薬物代謝酵素活 性に及 ぼす各種内因性ス テ ロ イ ドの影
響 に つ い て 検討 を行う目的で ､ 各種内因性ス テ ロ イ ドお よびα - ナ フ トフ ラボン を反応系
に添加 し､ 第 1 節と同様 5 種の 薬物で代謝酵素活性変化を測定した o 基質 ､ 各種内因性
ス テロ イ ドおよびα 一 ナフ トフ ラボンはすべ て 1 00uM となるように反応系に添加したo
また ､ ヒ ト成人肝ミク ロ ゾ ー ム による C BZ 10,1 トエポキシ化および z N S還元酵素活
性 に及 ぼす内因性ス テ ロ イ ド添加濃度の影響につ い て 検討 を行っ た o アル ドス テ ロ ン ､
D H E A､ ア ン ドロ ス テ ン ジオ ンおよびテス トス テ ロ ン を 25, 50, 100､ 200pM とな る
よう に反応系に添加 し ､ C BZ 10,1 トエ ポキ シ化お よび z NS 還元酵素活性の変化を測定
した. なお ､ C BZおよぴz N S の濃度はいずれも 100pM にて行っ た.
さら に､ ア ン ドロ ス テ ン ジオン ､ C B Z､ Z N Sが共存する こと により互 い の 反応速度論
パ ラメ ー タ に如何に影響を及ぼし合うか に つ い て 検討 を行っ たo 反応速度論解析に お け
る基質濃度は 15､ 2 0､ 30､ 50､ 75､ 100､ 150､ 200､ 30 0､ 50 0､ 750､ 1000pM のう
ち､ C B Zが 15- 5 00pM の10ポイ ン ト, Z N Sが 1 5- 1000pM の 12ポイ ン ト､ ア ン ド
ロ ス テ ン ジオ ンが 15- 30 0pM の9 ポイ ントで行い ､ effe cto rとしての C BZ､ ZN Sおよ
びア ン ドロ ス テ ンジオ ン はいずれ も 100pM とな るよう に反応系に添加 したo なお ､ 反
応速度論パ ラメ ー タの算出は第1章と同様の方法にて行っ たo
40
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Ⅱ - 2- 2 結 果
Ⅱ - 2- 2- a 内因性ス テ ロイ ドの 各種薬物代謝酵素活性に及ぼす影響
Fig. 2- 1 2に C BZ 1 0,1 トエ ポキシ化､ T Z M l
'
-
, 4 一 水酸化､ N V P 2- ,1 2一 水酸化 ､ E M
Ⅳ 一 脱メチル化お よび Z N S還元酵素活性に及ぼす各種内因性ス テ ロ イ ドお よびα - ナフ ト
フ ラボン添加の影響を示したo 多くの内因性ス テ ロイ ドが C BZ 10,l l- エ ポキシ化､ N V P
2- , 1 2一 水酸化酵素活性を上昇させ ､ 発現 C Y P3 A 4を用い た場合と同様､ D HE A､ アン ド
ロ ス テ ン ジオ ン ､ テ ス トス テ ロ ン とい っ たア ン ドロ ゲン は これら の活性を著 しく上昇さ
せ た o 最 も顕著な活性上昇が認 め られ た の は ､ ア ン ドロ ス テ ンジオ ン添加に よ る C B Z
1 0,1 トエ ポキ シ化酵素活性 であり､ コ ントロ ー ルの 約 6 倍に活性が上昇した o T Z M水酸
化酵素活性におい て は , 1.5 倍以上活性を上昇させ た内因性ステ ロイ ドは存在せず ､ 多く
の内因性ス テ ロ イ ドにより活性が阻害された. 阻害の 受け方は 1
'
- 水酸化の方が 4一 水酸化
よりも強か っ た o E M ∧ト脱メチル化酵素活性と Z N S還元酵素活性はほとん どの内因性ス
テロ イ ド添加に より阻害され たo 特に ､ N V P 2- , 1 2一 水酸化酵素活性と C B Z 1 0,1 トエポ
キシ化酵素活 性を大きく活性化さ せた D H E A､ ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン ､ テス トス テ ロ ン
は , E M 八卜脱メチル化とZ N S還元酵素活性を反対に強く阻害した .
一 部の内因性ス テ ロイ ド添加 により特に大きな活性変化が認められた C BZ 1 0,1l- エ ポ
キ シ化酵素活性と Z N S還元酵素活 性につ いて ､ 4 種類の内因性ス テロ イ ド (アル ドス テ
ロ ン , D H E A, ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン , テス トス テ ロ ン) の 添加濃度変化 に よる影響に
つ い て検討を行っ たo Fig. 2- 13仏)に示 したよう に､ C B Z 10,1 トエ ポキシ化酵素活性は､
これ ら 4 種類すべ て の 内因性ス テ ロイ ド添加 に より , 濃度依存的に上昇 した . 特に ､ ア
ン ドロ ス テ ンジオ ンは強力な活性化惹起物質で あり､ 低濃度 (25pM) に おい て もコ ン ト
ロ - ルに 比べ 4 倍以上活性を上昇させた ｡ 対照的に ZNS 還元酵素活性は､ D H E A､ アン
ドロ ス テ ンジオ ン ､ テス トス テ ロ ン に より濃度依存的に阻害を受け (Fig. 2- 13(B))､ 低
濃度 (25pM) にお いて も ､ コ ン トロ ー ル活性の 50 %以下に活性が低下したo アル ドス
テ ロ ンは Z N S還元酵素活性に対 しほとん ど影響を及ぼさず､ C B Z 10,1ト エ ポキシ化酵
素活性の 活性化も他の 3種の内因性ス テロ イ ドに比 べ 小さか っ た.
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Ⅱ - 2 - 2 - b 反応速度論的検討
c B Z 1 0,1 トエ ポキ シ化酵素活性 , Z N S還元酵素活性をそれぞれ特に顕著に活性化､ 阻
害 した ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン に閲し ､ そ の 添加が両 反応の 反応速度論パ ラメ
ー タを如何
に変化させ るか に つ いて 検討を行っ たo また ､ ア ン ドロ ステ ン ジオ ン 6β
一 水酸化酵素活 性
に対し CB Z､ Z N S の存在が如何なる影響を及ぼすか に つ いて の検討も併せて行っ た .
Fig. 2- 14仏)に C B Z 1 0,1 トエポキシ化酵素活性に及 ぼすア ン ドロ ステ ンジオンおよび
z N S の影響を示 したo 成人肝 ミク ロ ゾ - ム によ る CBZ 1 0,1 トエ ポキ シ化の 反応速度論
曲線は , 発現 C Y P 3A 4を酵素源とした場合と同様シ グモイ ド型 を示 したo ア ン ドロ ス テ
ン ジオ ン添加は C BZ1 0,1 トエ ポキ シ化の大幅な活性上昇をもたらし ､ 特にそ の影響は低
基質濃度で 顕著で あっ た o また ､ ア ン ドロ ス テ ンジオ ン添加 に より反応速度論曲線は シ
グモ イ ド些か ら M icha elis - Me nten 型 に変化した o 2
- binding site モ デル に よる解析よ
り , C BZ 10,1 トエポキシ化酵素活性の Km l､ K m2 はア ン ドロス テ ンジオ ンの 添加により
いずれも低下し､ 特に K m lは 71.6 pM か ら 0.1 pM へ と著しく低下 した (Table 2
- 5)o
アン ドロ ステ ン ジオ ン添加時の 速度論解析は M icha elis- M e nte n 式で も解析可能で ､ そ
の時の速度論パ ラメ ー タは ､ K m - 268.7tAM , V m aD'- 2.7n m ol/m g/min と2
- binding site
モデル による ､ K m2 = 267.8 pM ､ V m a x - 2.7 n m ol/m g/min とほぼ同等であっ たo
一
方 ､ Z N Sは C B Z10,ll- エ ポキ シ化酵素活性に対 して影響 を及ぼさず ､ 速度論パ ラメ
-
夕の大きな変化は認められなか っ た.
Fig. 2- 14(B)に Z N S還元酵素活性に及ぼす C BZおよびア ン ドロ ステ ンジオ ン添加の
影響を示 した o Z N S還元酵素活性は C BZ､ アン ドロ ステ ンジオン添加により阻害を受け､
特に ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン に より強い 阻害を受けたo Z N S還元反応は､ effe cto r の存否
4 3
にかかわらず ､ M icha elis - Mente n モ デル にて 解析可能であっ た . ア ン ドロ ス テ ン ジオン
添加 によりZ N S還元反応の Km は約30倍(84 3.5pM to2411 8.0pM)に増加した(Table
2- 5)o
Fig･ 2- 14(C)にア ン ドロ ステ ン ジオン 6β- 水酸化酵素活性 に及 ぼす C BZおよび z N S
添加の影響を示 した o ア ン ドロ ステ ン ジオ ン 6β- 水酸化の 反応速度論曲線は シ グモ イ ド型
を 示 し ､ C B Z添加 に よ り高基質濃度で 阻害を受け ､ V m 砿 2 の 低下 (1 2.7 92 to 7.599
n m ol/mg/m圭n) が認 め られ たが (Table 2- 5)､ シ グモ イ ド曲線の 解消は認め られなか
っ たo 一 方､ Z N S添加 による A N D 6β- 水酸化酵素活性の変化は認められなか っ たo
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第 3節 考 察
胎
.
児期 にお い て は ､ 内因性 ス テ ロ イ ドホル モ ンの 多くは副腎より分泌されるが , 胎児
の副腎は成人に比 し体重比で は 15倍も大きい ｡ また ､ 胎児におい て は胎児層(fetalz o n e)
とい っ た 成人 にはな い皮質の 外側を被う層が存在 し､ 出生後徐々 に退締す る ｡ 胎児層か
らは多量 の D H EA - S が分泌されて おり ､ D H E A∵S は胎児胎盤系を経て 最終的に エ ス ト
ロ ゲン に 代謝され るが ､ 胎児 の 発育お よび妊娠 の維持等に重要な役割 を担っ て い る o こ
の 様に ､ 胎児期か ら新生児期に かけて は成人と異な る 内因性ス テ ロイ ドの 分泌 パ タ ー ン
を示す｡ また , C Y P3 Aは これら内因性ス テロ イ ドの代謝にも関与する ことから ､ 内因性
ス テ ロ イ ドの C Y P3 Aによる薬物代謝酵素活性に及ぼす影響を明らか にする必要があると
考え られ たo そ こで ､ 本章にお いて は各種内因性ス テロ イ ドが C Y P3 A の触媒する薬物代
謝に対 し如何なる影響を及ぼすかに つ い て 1
'
n m
'
tT O系にて検討を行っ た.
発現 C Y P 3A4 およびヒ ト成人肝ミ クロ ゾ ー ム による P W P水酸化活性と C B Z 10,11-
エ ポキ シ化酵素活性はい くつ か の 内因性ス テ ロ イ ドにより活性化され たo 特に D H E A,
ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン ､ テ ス トス テ ロ ン ､ と い っ たア ン ドロ ゲンは顕著に これらの 代謝
酵素活性を活性化した . 一 方､ これ らの アン ドロ ゲンは E M N一 脱メチル化､ Z N S還元酵
素活性に対 して は逆に阻害作用 を示した｡ これらの 内因性ステ ロイ ドによ る C B Z 10,1 ト
エ ポキシ化酵素活性の活性化や ZNS 還元酵素活性の 阻害は濃度依存的で あり､ 低濃度で
もか なりの影響が認められた ことか ら､ 1
'
n vl
'
v o におい て も これ らの アン ドロ ゲンが薬物
代謝 に対 して影響を及 ぼす可能性は否定で きない . 過去の 多く の報告は ､
一 般に女性の
方が 男性よりも CY P 3A 4活性が高いと報告して い る ｡ たとえば, w atk主n s らは, EM プ
レス テス トをラ - ジス ケ ー ル で 行い ､ 女性の方が男性 よりも 14C O2 放出が有意 に高い こ
とを報告 して い る (34, 3 5)o 今回の検討で ､ ア ン ドロ ゲンは E M N一 脱メチル化をエ ス ト
ロ ゲン よりも強力に 阻害した ことから ､ E M プレステ ス トに見られた性差はス テ ロイ ドホ
ル モ ン レベル の性差が 一 因として あるの かもしれな い o 一 方､ Su s anらは , N V P の副作
用 で ある 皮疹の 発生率の性差につ いて 報告して い る (36)o 彼らは実際に N V P血中濃度
の測定を行っ て はい ないが , W P投与により女性で は男性の 7 倍の深刻な皮疹の リス ク
増加と､ 3.5 倍の N V P治療の中止があ っ たと報告して い る o このデ
- 夕は ､ 女性の方が
男性よ りも N V P の代謝クリア ラ ンス が低い可能性 を示唆して おり ､ 今回の 結果 (P u p
の 2- ､ 1 2- 水酸化酵素活性はア ン ドロ ゲン に より大きく活性化された) と矛盾しない も
の で ある o
一 方､ 発現 C Y P 3A7 による薬物代謝酵素活性は C Y P3 A 4とは兵なる 種類の 内因性ス
テ ロイ ドにより影響を受けた o C BZ 10,1 トエ ポキシ化は C Y P 3 A 7 におい て はプレグネノ
ロ ン ー S､ 1 7a - 水酸化プレグネノ ロ ン ーS, D H E A
- S とい っ た 3 位の硫酸抱合ス テロ イ ド
の 添加によっ て 顕著に活性化されたo これ らの硫酸抱合ス テ ロ イ ドは CY P 3A 4 において
は活性上昇が認められ なか っ たもの である o 特に D H E A
I S は C BZ 10,1 トエ ポキ シ化の
みならず , W P 2- I 1 2一 水酸化酵素活性も活性化､ T Z M 4一 水酸化酵素活性も若干で はあ
るが活性化させ た. D HE A- S 以外の硫酸抱合ステ ロ イ ドは W Pおよび T Z M水酸化活性
に対 して は影響を及 ぼさなかっ た . D H E A-S が C Y P 3 A 7 による薬物代謝酵素活性に対し
て影響を及 ぼすとい っ た結果 は非常に興味深い もの で ある . なぜならば, 前述の ごとく､
D H E A- S は胎児期, 新生児期にお いて 血中に高濃度に存在してお り ､ 出生時の血中濃度
47
は約 1 将/m L 程度とされ (3 7), これは約 2.5 pM に相当する ｡ 今回 1
'
n vl
'
tT Oで検討 を
行 っ た D H E A-S の最低濃度は 25pM であるが , 2 5pM において も C B Z 10,1 トエ ポキ
シ化活性は約 2.5 倍活性上昇が認め られ てお り , 低濃度域にお い て も活性化作用 はかな
りある もの と考えられた o さ らに ､ D H E A- S の様な有機ア ニ オ ンは Ⅰ.S T- 1 らの 有機ア
ニ オ ン トラ ンス ボ ー タ (38, 39) により濃縮的に肝細胞中に取り込まれ ､ 肝細胞中での 漉
度は血中濃度よりもかなり高値をとる ことが予想されるo したが っ て ､D H E A- S は 1
･
n vl
･
v o
におい て もこれ らの 薬物代謝活性に影響を与える可能性が高いと考えられ た｡
次に ､ 内因性ステ ロ イ ドに よる 薬物代謝酵素活性 の活性化や 阻害の メカ ニ ズム に関し
て考察を行 っ た o まず ､ ア ンドロ ステ ン ジオ ン添加で発現 C Y P3 A 4およびヒ ト成人肝ミ
ク ロ ゾ ー ム に よ る C BZ 10,1 トエ ポキ シ 化 の 反 応 速度 論曲線が シ グモ イ ド型 か ら
Micha elis - Me nte n 型 へ 変化した理 由につ い て で あるが ､ ア ン ドロ ス テ ンジオンの site- 1
へ の ア フィ ニ チイ - は C BZと比較して高いため(Kmlが発現C Y P 3A 4 で 3.5 v s1 04.8pM ,
ヒ ト成人肝ミク ロ ゾ ー ム で 5.7 v s71.6 pM)､ C B Zとアン ドロス テン ジオンが共存する と
site - 1 はア ン ドロ ステ ン ジオ ンで 占有され る と考えられる o よっ て , C B Zは site- 1 へ 結
合しにくくなるが ､ 見かけ上ア ン ドロ ステ ンジオン添加により C B Z の Kml は低下する こ
ととなる o 実際, アン ドロ ス テン ジオ ン添加時の C B Z 1 0,ll- エ ポキシ 化反応にお ける
K ml は､ 発現 C Y P 3A 4において 12･8 t^M ､ ヒト成人肝ミ クロ ゾ ー ム におい て 0.1 pM と
非添加時と比較して 大幅に低下した o 従っ て ､ C B Z の反応速度論解析におい て site -1 の
存在は無視で きる こ ととなり ､ ア ン ドロ ス テ ンジオ ン共存時の C B Z 10,1 トエ ポキシ化の
反応速度論曲線 はシ グモイ ド型か ら通常の M icha elis- Me nte n 型 に変化 したもの と考え
られた o また､ 発現 C Y P 3A 4 でのエス トラジオ ー ル添加におい て も K ml の低下が認 めら
れ (1 04･8to 2-1 pM), アン ドロ ステ ンジオ ン添加時と同様､ 反応速度論曲線が シ グモ イ
ド型から M icha elis - Me nte n型 へ 変化した o 一 方､ DH E A- S 添加で は極端な K m1 の低下
は認め られず (1 04･8 to 8 0･9 pM)､ シ グモ イ ド曲線の解消に は至 らなか っ た もの と考え
られ た o 次に ､ アン ドロ ス テ ン ジオ ンおよびエ ス トラジオ ー ル添加 による 活性変化に関
して で ある が , 活性上昇の 認められた アン ドロ ス テ ン ジオ ンで は､ そ の添加 により K m l
の低下と同時に Km2 の低下が認められた (発現CY P3 A 4 で 24 8･3 to 139.5 pM ､ ヒ ト成
人肝ミ クロ ゾ ー ムで 13 84 A to 267･8 pM)o V m ax2 は発現 C Y P 3A 4に 如 ､て は若干上昇
した もの の ､ ヒ ト成人肝ミ ク ロ ゾ ー ム に おい て は逆 に低下 した ことか ら､ ア ン ドロ ス テ
ンジオ ン添加による C BZ 10,1 トエポキ シ化活性の上昇は Km2 の低下 ､ つ まり s壬te - 2 へ
の アフィ ニティ ー の増加による もの と考えられた o 一 方､ エ ス トラジオ ー ルの添加で は､
V max2 はほとん ど変化しな かっ たが ､ Km 2 は 3 倍近 く上昇が認められ､ site - 2 へ の アフ
ィ ニ ティ ー 低下に より活 性低下をきたす もの と考え られた o ア ン ドロ ス テ ン ジオ ンや エ
ス トラジオ ー ルの添加 により何故 C BZの site- 2 へ の ア フィ ニティ ー 変化が起こる のかに
つ いて で あるが ､ site -1 へ これ らのス テ ロイ ドが結合する ことにより site- 2 の構造変化
が生 じ､ その ため C B Z のsite - 2 へ の ア フィ ニ テ イ ← に変化が生 じる ことや ､ 活性ポケ ッ
ト内で の 基質同士 の相互 作用 に よ る触媒効率の変化が 生じ る可能性が考えられ た . Fig.
1 5仏)に 2-binding site モ デル により考案した C Y P 3 A 4 による C BZ 1 0,1 トエ ポキシ化
反 応に対す る ア ン ドロ ス テ ンジオ ンお よびエ ス トラジオ ー ル の影響につ い て の 仮説 を模
式的に示 した｡
ヒト成人肝ミク ロ ゾ ー ム を用いた検討 にお いて は､ Z N S還元反応に及 ぼす C BZお よび
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撃&{b
観
アン ドロ ステ ン ジオ ン添加の影響につ いて も検討を行っ た｡ その結果､ Z N S還元反応は ､
z N S の Km より も小さい K ml 値をもつ ア ン ドロ ス テ ンジオンおよび C B Zにより阻害を
受け , 時に site -1 へ の アフ ィ ニ チイ - が高い ア ン ドロ ス テ ン ジオ ンに より強力 に阻害さ
れた . また､ Z N S単独で の Km 値は 844pM と C B Z のsite
- 2 へ の アフ ィ ニ チイ ー
(K m2-1 384pM) より高い にもかかわ らず ､ Z N Sは C BZ の代謝に全く影響を及ぼさな
か っ た こ とから ､ Z N Sはsite - 2 ではなくs王te - 1 で代謝されると考えられた (Fig. 15(B))0
cw 3 A 7によ る C B Z 10,1 トエ ポキシ化の 反応速度論曲線は Micha elis - Me nte n 型 を
示 した ことか ら､ C Y P 3A 7は C Y P3A 4 の場合と異なり､ C BZ に対して複数の基質結合部
位は存在せず､ 単 一 の部位で しか CB Zと相互作用 しな い もの と考えられた o また ､
一 方
で C Y P 3A 7にお いて は C B Z のsite - 1 へ の アフィ ニ チイ - が非常に高い ため､ 見かけ上
M icha elis - Me nte n 型 を示すことも考えられた. しか しなが ら､ C B Zと D H E ATS の共存
にお い て , 互 い の代謝酵素活性 を阻害しなか っ た こと , また､ いずれの 反応速度論曲線
も M icha elis- Me nte n 型の ままで 変化が認められなか っ た ことから ､ C Y P3 A 7にお いて
は ､ C B Zと D H E A- S はそれぞれ別々 の site で代謝を受ける可能性が高い と考えられたo
D H E AI S による C BZ 10,1 トエ ポキシ化酵素活性の 活性化 は､ CY P 3A 4にお けるア ン ド
ロ ス テ ンジオ ン添加の場合と同様, D H E A- S の site - 1 へ の 結合が site
- 2 の構造変化 を
生じさせ ､ C B Z のsite - 2 へ の アフィ ニティ
ー を上昇させ る こと ､ あるい は ､ 活性ポケ ッ
ト内で の C BZと D H E A- S の相互作用 により触蝶効率の変化が生じる可能性が考えられ
た o Fig. 2- 1 6に 2∴binding site モデルにより考案した C Y P 3A 7 による C B Z 10,l l
- エ
ポキ シ化反応に対する D H E A- S の影響につ いて の 仮説を模式的に示したo
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第Ⅲ章 分子力場計算と密度汎関数理論を 削 ＼た解析
も
CBZ 1 0,1 トエ ポキシ化酵素活性は､ C Y A3 A 4 ではアン ドロ ステ ンジオン により､ 一 方
C Y P3 A 7では D H E A-S により顕著に活性化を受けた . そ の活性化の機序として ､ 活性ポ
ケ ッ ト内で の C BZと内因性ス テロ イ ドの 直接的な相互作用の 可能性が考えられたため ,
こ こで は､ 基質と内因性ステ ロ イ ドが C Y P3 A 4あるい は C Y P 3A 7 の活性ポケッ ト内に同
時に 存在した と仮定し , そ こで起 こり得る分子 間の 相互 作用 に つ い て 分子 力場計算と密
度汎関数理論を用 いて検討 を行っ た ｡
第1節 党規 C Y P3 A 4における検討
Ⅲ 一 卜l 実験方法
Ⅲ - ト ト a C Y P3 A 4の コ ン ピュ ー タ ー モデリング法
C W 3A 4の コ ン ピュ ー タ ー モ デル は ､ Szkla r zの 方法 (40) に若干 の変更を加えて 構
築した.
Ⅲ 一 ト トb モデル ヘ の基質の フ ィ ッテ ィ ング法
C 作3A4 コ ン ピュ ー タ ー モ デルにフィ ッ ティ ン グさせ る C BZ及 びス テ ロ イ ドの安定な
構造は Gau s sian 9 8(41) プロ グラム を用 い ､ 密度汎関数法によ り作成した o 交換項 に
は Be cke の thre e pa r am ete r式 (42) を､ 相関項 には Lee⊥Ya ng - Pa r rの式 (43) を､
基底関数系に は 6- 31 G* *を用 い-､ ポテ ン シ ャ ル エ ネルギ
ー 超曲面上 にお ける極小点の 構
造を十分最適化したo C BZは , エポキシ化を受ける 1 0,11位が ヘ ムの 第6配位子 へ 向く
よう に配置し, 分子 力場計算 に よる エ ネル ギ ー 極小化計算を行う こ とで モ デル の 活性那
位に フィ ッ ティ ングさせた o なお , 分子力場計算には, AM B E R 6.0 を用い た.
Ⅲ - ト ト c 内因性ス テ ロイ ドと C BZ との 密度汎関数理論による量子化学計算
内因性ス テ ロ イ ドと C B Zとの相互作用の機序を明らかとするため ､ 密度汎関数法を用
い て相互作用 エネルギ ー を求めたo 交換項には Be cke の thr e epa r a m ete r式 (42) を､
相関項 には Lee - Ya ng- Parr の式 (43) 杏, 基底関数系には 6- 31G* *を用い た . 計算プ
ロ グラム は Ga u s sia n 98(41) で ある o 3- ト トb で求めたフィ ッ ティ ング構造から C BZ
お よび内因性ス テ ロ イ ドを抜き出 し, 両者が相互作用 した状態と各々 が単独に 存在した
状態に つ い て それぞれポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 計算 を行い , そ れ らを基に相互作用 エ ネ
ルギ ー を求めた .
Ⅲ - ト2 結 果
C Y P3A4 の活性部位が存在する とされるポケ ッ トに､ 基質である C B Zと内因性ス テロ
イ ドが 同時に存在して いた とき に起 こり得る 分子 間の 相互作用 を分子力場計算と密度汎
関数理論を用 い て解析した o Fig･ 3- 1(A)に示 したよう に ､ 活性ポケ ッ トに C BZとア ン
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ドロ ス テン ジオ ンが同時に存在すると, C Y P 3A 4の 312位の Se rの O H基とアン ドロ ス
テ ン ジオンの A 環のカルポニ ル基とが水素結合を起 こ し､ ア ンドロ ス テ ン ジオ ンが保持
され る と考え られた ｡ また ､ C BZ のカルポン酸アミ ドとアン ドロ ス テ ンジオンの D 環の
ヵルポニ ル基とが水素結合するこ とが示唆された ｡ これ らの結合によっ て C B Zが安定に
保持され ､ ヘ ム に結合して い る酸素原子と C B Zの 1 0･11位の C
- C (被エポキシ部位) と
の 相互作用 が保たれや すくな り､ エ ポキシ 化を受けやすくな る と推察された ｡
一 方 ､ ア
ル ドス テ ロ ン と C B Zが同時に存在 した ときは ､ Se r31 2との距離は保たれ るが ､ アル ド
ス テ ロ ンの D 環の側鎖が長い ため , 被エ ポキシ 部位 とヘ ム に結合して い る酸素原子との
相互 作用がやや 弱くなる と考えられた (Fig･ 3
- 1(B))｡ また ､ エ ス トラジオ ー ル と C B Z
が同時に存在した ときは､ Se r312とエ ス トラジオ
ー ル との水素結合が切れるため, エ ス
トラジオ ー ルが動きやすくな り, C B Zとエ ス トラジオ
ー ル との 相互作用が弱くな っ た こ
とが示唆された (Fig. 3Tl(C))｡
Fig･3･1 Pr opo s ed inte r a ctio nbetw e e nCB Za nd ste r oidsinthe a ctiv e site o
fCY P3A 4m odel･
C B Z d. eked intothe a ctiv e site of C Y P3A 4 in a n orie ntatio n co ndu civetoits10,1I- epo xidation ･(A)Inter actio n
betw ee nC B Za nd AND,(B)Interactio nbetw ee nC B Zand A L D,(C)Intera ctio nbetw ee nC B Za nd E ST･ hehe m e
gro upis sho w nin red･ C B Zissho w nin yello wI A N D･ AL Dand ES Tare sho w ninblue･ Ph
e304and Ser312are
sho w nin gre e n･
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活性ポケ ッ ト内にお い て ､ 基質とス テ ロ イ ドが相互 作用 して いな い 状態と相互作用 し
て い る 状態の ポテ ンシ ャ ル エ ネルギ ー の差を ､ 密度汎 関数法により算出した安定化 エ ネ
ルギ ー を Table. 3- 1 に示 した o ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン添加時の安定化 エ ネルギ ー は､ ア
ル ドス テ ロ ン ､ エ ス トラジオ ー ルと比較して高値を示 したo
甘盈鮎瓦e3-且 野町OP¢S e成意地 野馳e鮎 臨 地 w e e m c a 野馳盈 m 盈Z e野盈m e 訊取成 c m戚喝e 弧ゆ覗S S忠恕訂0最鮎 ｡
○
E慧rg.eindTIS Ir - 'tro dab Stabi(lizcaatli/omn.vergy }nteTaCti(."-
A L D + 2.89
A N D + + + 6,03
E S T ± 2･68 髄
次に, 活性ポケ ッ ト内に C B Zが 2 つ同時に存在した ときに起 こり得る相互作用 につ い
て , 分子力場計算と密度汎 関数理論を用 いて解析した . この結果 ､ Fig. 3- 2 に示すよう
に C BZ のカル ポン酸ア ミ ド同士が水素結合する ことで ､ 安定に保持される こ とが明らか
にな っ た o CB Zが 2 つ 存在する と , これらの 基質間に2 つ の水素結合を つ く る ことで ダ
イ マ - とな り安定化され る . この とき の安定化エ ネルギ ー は 12.6 kcal/m ol であっ たo
従っ て , C B Zは高基質濃度下に おいて 2 つ の C B Z同士が水素結合する こ とにより, 低基
質濃度下よりも安定に保持され ､ 代謝されやすくなる ことが推察されたo この結果､ C B Z
の kin etic はシ グモイ ド様曲線になる可能性が示唆された o
5 4
Stabiliz atio n e n e rgy1 2,6(kc al/m ol)
Fig･ 3･2 Pr opo s ed inte r a ctio nbetw e e nCB Za nd CB Zinthe a ctiv e site of
CY P3A 4m odel.
C B Z do cked into the activ e site of C Y P3 A 4 in a n orie ntatio n c o nduciv etoits10,1 ト
epo xidatio n･ Thehe m egroupis sho w nin r ed･ C B Z is show nin yello w･
Ser180a nd Phe 304areshow ningree n.
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第2節 発現 C Y P3 A 7における検討
甲 -2-1 実験方法
班 - 2一 卜 a C Y P3 A 7 のコ ン ピュ ー タ ー モ デリング法
C Y P 3A 7の コ ン ピ ュ ー タ ー モ デル は, Szkla r zが求めた C Y P3A 4(4 0) を基に構築し
た o C Y P 3A 7と C W 3 A 4 の アライ ンメ ン トには H O M O L O G Yを用い たo C Y P3 A 4 のコ
ン ピ ュ ー タ ー モ デルをもとに Modelle rprogr a m を用い て C Y P3 A 7 のモ デル の座標を計
算したもの を C W 3A7 のコ ン ピュ ー タ ー モデル としたo
Ⅲ 1 2一 卜b モデル へ の基質の フィ ッ テ ィ ング
C Y P3A 7コ ンピ ュ ー タ ー モ デル にフィ ッ ティ ン グさせ る D H E A及 び D H E A- 3S の安
定な構造は Ga u s sia n 9 8(41) プロ グラム を用 い ､ 密度汎 関数法により作成した｡ 交換
項には Be cke の thr e epa r am et r式 (42) を､ 相関項には k e - Ya ng - Pa r rの 式 (43)
杏, 基底関数系に は 6- 31 G* *を用 い ､ ポテ ン シ ャ ル エ ネルギ ー 超曲面上 にお ける極小点
の構造を十分最適化したo D H E A及び D H E A- 3S はそ の 1 6α 位の水素原子が ヘ ムの 第6
配位子 へ 向くよう に配置 し, 分子 力場計算による エ ネルギ ー 極小化計算を行う こ とで モ
デル の活性部位にフィ ッ ティ ングさせ たo
Ⅲ - 2一 卜 c 内因性ステ ロ イドとカル/ヾ マ ゼピンの 密度汎関数理論による量子化学計算
3- ト トc に準じた方法で , 計算を行っ た｡
Ⅲ - 2 - 2 結 果
C Y P3 A 4 のコ ン ピュ ー タ モデル をも とに構築 した C Y P 3A 7 のコ ン ピ ュ ー タ モ デル を
Fig･ 3- 3 に示 した o 本モデルに基質として D H E A､ DH E A- S を最も安定な配置 にフィ ッ
ティ ン グさせ た状態を Fig･ 3- 4 に示した o D H E Aおよび D H E か Sは共に､ Se r1 80と
水 素結合によ り安定に保持された o また ､ ヘ ム に結合して い る酸素原子 と D H E Aの 16α
位の C - H との 距離は 0 - C が 3･2Å､ 0 - H が 2･4Å､ D H E A- S の 16α位の C- H との距
離は 0 - C が 3.4Å, 0 - H が 2.4Åであり , 馴ま同じであっ た.
次に､ C W 3A 7 の活性ポケッ トに DH E Aある い は DH E A- S と C BZ が 同時に存在し
た ときに起 こり得る相互作用 を分子力場計算と密度汎 関数法により解析した ｡ そ の結果 ､
Fig･ 3 - 5 に示 したよう に､ D H E A, D H EATS が安定に代謝され る配置をとっ た時､ C BZ
の 存在時に は, ヘ ム に結合して いる酸素原子 と D H E A の 16d立の C - H との距離は 0 - C
が 3･ 6Å､ 0 - H が 2･8Åで あり､ D H E か S の 16α位の C- H との距離は 0 - C が 3.5Å､
0 - H が 2･5Å となり ､ C B Zが存在しな い時 (Fig･3- 4) の距離とほ ぼ同 じであっ た . 従
っ て ､ D H E A､ DH E A- S の 16(ユ位の C- H と ヘ ム に結合して い る酸素原子との距離は､ CB Z
存在時と非存在時で ほとん ど変化しない ことが示 された o それ ゆえ C B Zは , D H E Aある
い は D H E A- S の代謝にほとんど影響を及ぼさな い ことが示唆された o
一 方 ､ C B Zが安定に代謝される 配置をとっ た時, Fig. 3- 6 に示したよう に, D H E か S
の 3位の硫酸基と C B Z のカル ポン酸アミ ドが水素結合以上の 相互作用 をする ことで安定
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に保持され る ことが示 された ｡ この ときの安定化エ ネルギ ー は ､ 14.3 kα1/md であっ た ｡
D H E Aは 3位に硫酸基を持たな いため ､ C BZとの相互作用が弱く ､ そ の安定化 エ ネルギ
ー は 3.7 kc al/m ol で あっ た o この結果､ C Y P3 A 7による C BZエ ポキシ化反応は3位に
硫酸基を有する D H E A- S の添加時にの み活性上昇が見られ ､ D H E A添加による影響は
小さかっ た ことが示唆された ｡
Fig. 3･3 T hr e edim e n sio nalstr u ctu r e ofCY P3A 7byc o mputer m odeling.
T his stru ctu reisi)lustrated fr o mthe sixth liga ndof he m e. T he c enter ofthis stru cture m aybe an entranc eof
s ubstrate. T he he m egro up is sho w nin red. α -helixis sho w ningre en. β- sheetis sho w nin blue･ Lys224,
Lys244a nd Lys262are sho w nin or ange. Asn214 is sho w nin yello w.
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(A)
Fig. 3･4 D H E A()a nd D H E A･S(B)do cked intothe a ctiv e site of C Y P3A 7 in a n
o rie ntatio n c o nduciv etotheir16a･hydr o xylatio n.
T he he m egro upis sho w nin red･ DH E Aand D H E A
-S are sho w ninblue･ Phe 304a nd Ser180are sho w n
ingre e n.
Fig.3･5 Pr opo s ed inte r a ctio nbetw e en CBZa nd D HEA(A), DHE A･S(B)inthe a ctiv e
site o- CYP3A7.
D H E Aa nd D H E A-S dockedintothe activ e site of C Y P3 A 7 in an orie ntation c o ndu civetotheir16(1-
hydro xylatio n･T he he m egr o upis sho w nin red･ D H E Aand D H E A
-S are show ninblue ･
C B Z is sho w ninyello w･ Ser180and Phe304are sho w ningre e n･
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CBZ
Stabiliz atio n e n e rg3･7 kc aVm ol stabiliz atio n e n e rgy1 4･3 kc aVm ol
Fig. 3･6 Pr opo s edinte r a ctiontKtW e e nCBZa ndDH E A(A), D HEA･S(B)in
the a ctiv e site of CY P3A 7.
C B Z do ckedintothe active site of C Y P3 A 7 in an orie ntatio n c o ndu civ etoits10,1 トepo xidatio n.
T heho m egro upissho w nin red･ D H E Aand D H E A
-S are sho w nin blue･ C B Zis sho w ninyello w･
TIC118a nd Phe304are sho w nin gree n.
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第3節 考 察
本章では ､ 基質と内因性ス テ ロイ ドが C Y P3A 4あるい は C Y P 3A 7 の活性ポケ ッ ト内に
同時に存在 した と仮定 し､ そ こで 起 こり得る分子 間の相互作用に つ い て 分子 力場計算 と
密度汎関数理論を用いて検討を行っ た｡
C Y P3 A 4 におい て は､ Fig. 3- 1 に示したように ､ アン ドロ ステ ンジオン と C BZとの 間
に水素結合が生 じる ことで これ らが安定に保持され , C BZエ ポキシ化の触媒効率が上昇
する こ とが示唆された o 一 方 ､ エ ス トラジオ ー ル につ い て は､ C B Zとの相互作f馴ま弱く ､
影響を及ぼさな い ことが推察された . また､ アル ドステ ロ ンはD環の 側鎖が長いため ､ C BZ
の非 エ ポキシ 部位と ヘ ム に結合して い る 酸素原子 との相互 作用が やや弱くな ると考えら
れ た o Table. 3- 1 よ り､ 安定化 エ ネルギ ー は ､ ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン添加 時にアル ドス
テ ロ ン ､ エス トラジオ ー ル添加時と比較して高くなる ことが示された o 以上の こ とから､
ア ン ドロ ステ ン ジオ ン添加時には C BZ の代謝触媒効率が上昇し, アル ドステ ロ ン ､ エ ス
トラジオ ー ル添加時には影響が小さか っ たと考えられた o さらに､ C BZと C B Z の相互作
用 に つ い て 分子力場計算と密度汎関数理論を用 い て検討した結果 ､ Fig. 3- 2 に示すよう
に､ C B Z のカルポン酸アミ ド同士が水素結合する こ とで 安定化して い る こ とが 明らか に
な っ た o この ときの安定化 エ ネルギ ー は , 1 2.6 kcal/m ol であっ たo この ことか ら, C B Z
は低基質濃度下 にお い て は ､ 活性ポケ ッ ト内で 相互 作用する頻度が低く ､ 高基質濃度 に
な る と､ C BZ同士が水素結合する こ とで ダイ マ - とな る確率が増加し , 被エ ポキシ部位
が安定に保持され代謝されや すくなる こ とが示 され たo この結果 ､ C BZ の kin etic が シ
グモイ ド様曲線にな る可能性が示唆されたo
次に､ C Y P3A 7 のコ ン ピュ ー タ ー モ デル (Fig. 3- 3) を用 い て ､ C Y P 3 A 7に特異性の
高い基質である D H E A､ D H EA- S を単独で C Y P3A 7 の活性ポケ ッ ト内にフ ィ ッ ティ ン
グさせ た結果､ 活性ポケ ッ ト内での 配位に大差はなか っ た (Fig. 3-4). さらに､ C Y P 3A 7
の活性ポケッ トに D H E Aあるい は D H E A∵S と C B Zが同時に存在した ときに起 こり得る
相互作用 を分子力場計算と密度汎関数法により解析したところ､ Fig. 3- 5 に示すように､
D H E A, D H E A- S の 1 6α位の C - H と ヘ ム に結合して い る酸素との距離は , C B Z存在時
と非存在時 (Fig. 3- 4) で ほとん ど変化 しな い こ とが明らか とな っ た o すなわ ち ､ C B Z
の 存在は D H E A､ D H E A- S の代謝にほ とん ど影響を与えない ことが示唆された o また ,
この D H E A､ D H E A- S の 16α位の C- H と ヘ ム に結合して いる酸素との距離は､ C B Z の
被 エ ポキ シ化部位と ヘ ム に結合して い る酸素との距離とほぼ同じで あっ た (Fig. 3- 5).
この ことか ら､ まず活性ポケ ッ ト内に DH E A､ D H E ATS が先に入り､ 安定に 1 6α位が代
謝される 配置をとっ た ときには, C B Z のエ ポキシ化反応と D HE A､ D H E A∵S の 1 6α水
酸化反応は競合反応 とな り , 活性化 エ ネルギ - の 小さ い方が代謝を受けやすくな る と考
えられた o 一 般的に ､ C Y P による - 酸素原子添加機構 における二 段階反応で は ､ ヘ ム の
第 6配位座 に結合して い る酸素原子 はフ リ ー ラ ジカル の性質を有して い るo フ リ ー ラジ
カ ル は炭化水素に対 し水 素原子 を引き抜く こ とが知られ て お り､ 基質か らの 水素引き抜
き反応の活性化エ ネル ギ ー は ､ 1 5.5 kcal/m ol である (44)｡ 一 方､ c y pによる エ ポキシ
化反応に は様々 な反応機構が提唱され てお り (45)､ そ の 反応には 二 重項 状態と四重項状
態の 関与が示唆され て いる ｡ この反応の律速段階にお ける活性化エ ネルギ ー はそれぞれ ,
二 重項状態で は 42.68 kcal/m ol､ 四重項状態で は 22.6 3 kc al/m ol で あ っ た (46) こと
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か ら ､ 水酸化反応と エ ポキ シ化反応 を比較する と､ 水酸化反応の 方が進行 しやすい と考
えられる o 従っ て , D H E A, D H E A-S の 16α水酸化反応と C B Zエポキシ化反応で は､ 1 6α
水酸化 の方が V m a x/K m 値が C B Zエ ポキシ化よりも大きくな り､ 代謝されやすい ことが
示唆され た｡
C Y P 3A 7 による C B Z10,ll- エ ポキシ化酵素活性は 3 位に硫酸基をもつ ス テ ロイ ドによ
り顕著に活性化させたが ,そ の理由として ,硫酸基を持つ ス テロ イ ドが外側に位置する 224,
244､ 262位の いずれかの リ ジン に引き つ けられ る こ とで コ ン フ ォ メ - シ ョ ン変化が起こ
り, C BZが酵素の 内側に入る確率が上がる ことが考えられた. C Y P 3A 7が C Y P 3A 4と比
較して 基質特異性が狭い の は､ この外側の アミ ノ酸が影響して い る可能性が考えられる o
そ の 一 方で , Fig. 3- 6 に示 した よう に , 酵素の 活性ポケ ッ ト内におけ る基質同士 の 相互
作用 によ る寄与も考え られ る ｡ すなわち ､ C B Zが安定に代謝される配置をとっ たときに
は ､ C B Z のカルポン酸ア ミ ドとス テ ロイ ドの 3 位の 硫酸基とが水素結合以上 の相互作用
をする ことで安定化し､ C B Z の代謝活性が上昇したと考えられ るo この ことから ､ C Y P3 A 7
に よる C BZエ ポキシ化の活性変化の機序は､ C yP 3 A 4 の時と同様な ､ 活性ポケッ ト内で
の相 互作用 の 寄与だけで 説 明で きる場合と ､ 説明で きな い場合が ある o 説明で きな い原
因とし て は, C Y P 3A 7 の特徴的な ア ミ ノ酸で あるリ ジ ンが基質の入 り 口付近 に位置する
こ と ､ また ､ 基質特集性 に重要だと考えられ る アミ ノ酸が ､ 外側に存在 して い る こ とな
どが挙 げられ る o それ ゆえ , C W 3A 4の場合とは異なり , 活性ポケ ッ ト内の 基質分子 間
相互作用 の寄与だけで はな く､ 外側の C Y P3 A 7に特徴的なア ミノ酸の寄与も考慮に入れ
る必要性が示 された o
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第Ⅳ章 出生後の尿中ス テ ロイド代謝物の変動
前章 まで の結束より , C Y P3 A 4と C Y P 3A 7で は薬物, 内因性ス テ ロイ ド代謝にお ける
基質特異性が異な る こと ､ さ らに ､ 内因性ス テ ロ イ ド添加による活性変化に も差異が認
められ る こ とが明らかとなっ た o 出生後数週間は C Y P 3A 7か ら C Y P3 A 4へ の 変換が起こ
っ て い る時期と考えられ ､ C YP3 Aによる薬物代謝能は大きく変動するもの と考えられる.
そ こで ､ 本章で は, 出生後の C Y P 3A 7から C Y P 3 A 4へ の 変換が如何に起こ っ て い るか に
つ いて 検討を行う目的で ､ 新生児期の 尿中ス テ ロ イ ド代謝物の軽日的変化 を追う こ とと
した o すなわち , C W 3A活性の指標として 尿中 6β一 水酸化コ ルチゾ - ル/コ ルチゾ - ル
(6β- O H F/C) 比 を､ C Y P3A 7活性の指標として 尿中 1 6(x一 水酸化 D H E A/ク レアチニ
ン (C R E) 比 を用い , 出生後経日的に測定を行い , C Y P3 A 7と C Y P3A 4活性が出生後如
何に変化するか につ い て検討を行っ たo さら に､ 出生後の C Y P3 A 7お よび c y p3A 4悟性
の変化により, 各種薬物代謝活性が如何に変化するか につ いて 考察を行っ た o
第 l 節 尿中 6β一 水酸化コ ルチゾ ー ル/ コ ルチゾ - ル比 の出生後の
本節で は ､ まず出生時の 尿中 6β- O H F/C 比を規定する要因を明らか とする目的で ､ 在
胎週齢, 体重 ､ 性別 , 出産方法の 異なる多数の 新生児の尿中 6β- O H F/C 比の 測定 を行い
比較検討したo 次に ､ 出生後経日的に採尿を行い ､ 出生後の尿中 6β- O H F/C 比の変動に
つ い て検討 を行っ た .
Ⅳ 一 卜1 実験方法
Ⅳ - ト ト a 実験村料および試薬
君津中央病院新生児科の 未熟児 を含む新生児 1 22名お よび千葉大学医学部附属病院産
婦人科にて 満期正常分娩で 出生 した男児新生児 56名とその母親 17名､ 非妊娠健常成人
女性よ り採尿 を行っ た o 君津中央病院の新生児 の うち ､ 出生当 日の 採尿 が可能で あっ た
新生児の 背景を Table 4- 1 に , 出生後の経日採尿 を行っ た新生児の背景を Table 4- 2 に
示 した o また ､ 千葉大学医学部附属病院の新生児 と母 親､ 対 照と した非妊娠健常成人女
性 の背景を Table 4- 3 に示 した. なお , 君津中央病院の 新生児は何らかの 問題 (発育不
全 ､ 感染症等) を持つ 者で あるが , CYP 3A酵素活性に影響を及 ぼすこ とが知られ て い る
薬物が使用された者は除外した .
採尿 ポイ ン トは､ 新生児 は午前中の 初尿と し､ 君津中央病院にお いて は ､ 出生 当日お
よび出生 後1 , 2 ､ 3 , 5 ､ 7 , 1 4日日に , 千葉大学医学部附属病院に お い て は , 出
生 当 日お よび出生後 1 ､ 2 , 3 ､ 5 , 7 日目 に行 っ た o また ､ 母親の採尿は出産後 2時
間 , 非妊娠健常成人女性は午前中の初尿と した . なお , 本検討 は千葉大学医学部倫理委
員会の 承認 を得て おり､ 採尿は母親の同意を得た上で 行っ た｡
試薬類は ､ 前章まで に用 いたものと同様の もの を使用 した｡
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Ⅳ 一 ト トb 尿中6β一 水酸化コルチ ゾ ー ルの 定量法
尿サ ン プルからの 6β- O H F の抽出は Jo e1e nbe ck らの方法 (47) を 一 部改変して 行っ
た o
尿サン プル 5 mL をとり ､ 0.1 N H Cl にて pH 4.0 に調製後, 無水硫酸ナトリウム 1 冒
を加 え溶解した o 酢酸エチル 1 5mL を加え 5 分間振倒混和し ､ 3,0 00rpm で 5 分間遠
心分離後, 酢酸 エ チル層を別の試験管に移した ｡ 0.25 N水酸化ナ トリウム / 飽和硫酸ナ
トリウム溶液 1 m L にて酢酸エ チル層を2回洗浄後､ 酢酸 エチル層 10m L を別の試験管
に移し, 減圧下蒸発乾固したo 残漆に分析用溶離液 200けL を加え溶解したもの を H P L C
用試料とし､ 4 0t^L を H P L Cへ 注入 した o
H P L C システムおよび H P L C条件は､ カラムの洗浄時間を 40分間とした以外は 1- ト
11 h に記載したもの と同条件にて行っ た o
Ⅳ -l -l - c 尿中コルチ ゾ - ル の定量法
尿サ ン プルか らの コ ルチゾ - ルの抽出は S am a a nらの 方法 (4 8) を 一 部改変して行っ
f=.
尿サ ンプル 3 mL に､ 内部標準物質 (2 岬/m L デキサメタゾン/メタノ ー ル溶液) 50
pL, ク ロ ロ ホルム 6 m L を加え 5 分間振倒混和し, 3,00 0rpm で 5 分間遠心分離したo
上層を除去後, 0.3 N水酸化ナ トリウム 6 mL にて ク ロ ロ ホルム層を 2 回洗浄し､ ク ロ
ロ ホル ム層を別 の試験管 に移 し, 減圧 下蒸発乾固した o 残漆に 50 %メ タノ ー ル 20 0pL
を加え溶解したもの を H P L C用試料とし､ 4 0pL を H P L Cへ 注入した o
H P L C シス テム は､ 尿中6β- O H F の測定と同様の シ ステムを用 いた ｡ カ ラム はIn e rtsil
O DS - 3 (粒径 5 um ､ 4.6×25 0m m､ ジ ー エ ルサイ エ ン ス) を用 い , カ ラムは室温 で 使
用 したo 分析用溶離液として ､ 30 %アセ トニ トリルを脱気して 用い ､ 流速は 1.0 m L/分
としたo カ ラム に残る物質を洗い流す目的で 25 分より溶離液を 70 %アセ トニ トリルに
切 り換え 20分間カ ラム を洗浄した ｡ そ の後分析用溶離液に戻し､ さらに 20分間カ ラム
を洗浄､ 平衡化した . 検出波長は 247n m で行っ た o 本条件にて , コ ルチ ゾ - ルは約 1 3
分､ 内部標準物質は約2 6分に溶出した ｡
Ⅳ 一 ト トd デ ー タ解析法
相関係数は､ 直線回帰分析により算出 した o 出生時の 新生児 と母親の 尿中 6β- O H F/C
比 の有意差検定は pair ed 卜検定で ､ その他の検定は uppair ed ト検定で行っ た o なお ､
群間の 分散に有意差が認め られ た場合の検定はノ ンパ ラメ トリ ッ ク (W 主1c o x o n) 検定で
行 い ､ 危険率 5 %以下を有意差有りと した o デ ー タ解析には統計ソフ ト StatV ie w 4.0
(A ba c u s c o n c ept, C A, U S A) を使用 した ｡
Ⅳ - 1 - 2 結 果
Ⅳ - 1 - 2- a 出生時の尿中6β- O H F/C比
Fig･ 4- 1 に君津中央病院のサ ン プル にお ける出生 当日の尿中 6β- O H F/C 比 と在胎週
齢 , 体重 の 関係を示 した . 出生当日の尿中 6β- O H F/C 比は , 在胎週齢, 体重 との 間で有
意な正の 相関を示 し､ 特に在胎週齢との 間で 高い相関 (r-0.476, P<0.001) を示 した o
6 4
Fig. 4- 2 に性別､ 出産方法別で の尿中 6β- O H F/C 比 の比較を示した o 出生当日の 尿
中6β- O H F/C 比は性別 ( 男児;13.8±1.6, 女児;13.9 ±2.2)､ 出産方法 (帝王切開;12.7
±1..7, 経臆出産;1 5.3 ±2.2) の違い による差は認 められなかっ た .
F王g. 4- 3 に千葉大学医学部附属病院のサ ン プル で , 出生当日の 新生児とその 母親の 出
産後 2 時間の尿が 同時に得られたもの の尿中 6β- O H F/C 比を示した o 全例とも､ 新生児
の 尿中6β- O H F/C 比はその母親よりも高値を示 し､ pair ed 卜te st により有意差(p<0.01)
が認 められた o 一 方､ 非妊娠健常成人女性の尿中 6β- O H F/C 比は母親よりもやや高値を
示 したが ､ 両群間に有意差は認められなかっ たo
Ⅳ 一 卜2- b 出生後の尿中6β- OH F/C 比の変動
Fig. 4- 4 に出生後の尿中6β- O H F/C 比の軽日変化を示 した. 君津中央病院サン プルの
在胎週齢 3 7以上は ､ 在胎週齢 37未満に比べ 出生当日の尿中 6β- O HF/C 比は高値を示
し , 出生後軽日的な低下が認め られ たo 一 方､ 在胎週齢 3 7未満では出生当日の尿中 6β-
O H F/C 比は低値をとり , 出生後 14日まで軽日的な変化は認 められなか っ た o また､ 全
例満期正 常分娩 である 千葉大学病院医学部附属病院の サ ンプル は､ 馴ま君津中央病院の
在胎週齢3 7以上と同様の 変化を示 した｡
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第2節 尿中16α 一 水酸化 D H E A/ クレアチ ニ ン比の出生後の変動
率節で は､ C Y P 3A 7活性の指標として 尿中 16(Ⅹ- 水酸化 D H E A/C RE 比 を用 い ､ 出生
後の C YP3 A 7活性の変化につ い て検討を行っ た o
Ⅳ - 2- 1 実験方法
Ⅳ - 2一 卜 a 実験材料および試薬
対象は ､ 千葉大学医学部附属病院産婦人科で 満期正 常分娩にて 出生 した 新生児 であ る
(Table4- 3)o
試薬類は前章まで に用い たものと同様の もの を使用したo
Ⅳ - 2 一 卜b 尿中16α 一 水酸化 DH E A の定量法
尿中 D H E A 1 6(ユー 水酸化体は, スル フ ァ タ - ゼにて脱硫酸抱合処理を行 い ､ 抱合体 ､
非抱合体の 総量として測定を行っ た ｡
尿サ ン プル 1 mL に 2 M酢酸ナ トリウム緩衝液 (pH 5.2) 1 mL およびスル フ ァ タ -
ゼ (500u n比) を加え､ 3 7℃ ､ 24時間脱硫酸抱合処理 を行っ た｡ 脱硫酸抱合処理後､
酢酸エ チル 5 m L を加 え 1 0分間振倒混和し､ 3,0 00rpm で 10分間遠心分離した ｡ 酢酸
エ チル層 4 mL を別の試験管に移し､ 減圧下蒸発乾固した o そ の後は ､ D H E A 1 6α - 水酸
化酵素活性測定法と同様の 操作 (ト ト1-i) にて蛍光誘導体化処理 を行い ､ 蛍光検出券付
き H P L C にて定量を行っ た ｡
Ⅳ - 2一 卜 c 尿中ク レアチ ニ ンの定量法
尿中ク レアチ ニ ンは､ Pa r o niらの方法 (49) により行っ たo
20- 5 0倍に希釈した尿サ ン プル10 0pLをマ イク ロチ ュ ー ブにとり､ 内部標準物質(1 00
描/mL シメチジン/10 mM H Cl)1 0pL およびアセ トン 40 0pL を加え､ 10 秒間ボル
テ ッ クス ミキサ ー にて混和し､ 12,000rpm で 4 分間遠心分離したo 上層 3 00pL を別の
マ イク ロ チ ュ ー ブに移 し､ 減圧下蒸発乾固した o 残溶に分析用溶離液 10 0pL を加え溶解
したもの を H P L C用試料とし､ 20pL を H P LC へ 注入 したo
H P L Cシス テム は ､ C B Z 10,1 トエ ポキ シ化酵素活性測定で用いたもの と同様の シ ステ
ム を用い た o カラム は In e rtsil O D S- 2 (粒径5 ドm , 4.6×150m m､ ジ - エ ルサイ エ ン
ス) で室温 で使用 した o 分析用溶離液として 10 mM デカンス ル フォ ン酸 (pH 3.2): メ
タ ノ ー ル - 1 :1 の割合で混合したもの を脱気して用 い , 流速は 0.7 m L/ 分とした o 検出
波長は 236n m で行っ た o 本条件にて ク レア チニ ン は約 9 分､ 内部標準物質は約 13 分に
溶出した o
Ⅳ - 2- 2 結 果
Table 4- 4 に満期正常分娩にて 出生した新生児の 出生後の尿中 1 6α 一 水酸化 D H E A,
C R E濃度および尿中 16α 一 水酸化 D H E A/C R E比の終日変化を示 した｡ 尿中 1 6α 一 水酸化
DH E A/C R E比は出生後 ､ 尿中 6β- O H F/C 比同様経日的な減少が認 められた . また ､ 7
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日日まで の低下率も尿中6β- O H F/C 比とほぼ同様で あっ た.
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第3 節 尿中ステ ロイ ド代謝物の出生後1 年間の変動
嵐 1 節, 第 2 節におい て尿中 6β- O H F/C 比お よび 1 6a - 水酸化 D H E A/C R E比の 出生
後 1 - 2 週間までの終日変化につ いて検討を行っ たo 本節で は 1 名の新生児 につ い て 1 年
間 にわ た り ､ これ ら尿 中ス テ ロ イ ド代謝物の 測 定 を経 時的 に行 い , C Y P 3A 4お よぴ
C Y P3 A 7活性の長期的な変化につ いて 検討を行っ た o
Ⅳ - 3- 1 実験方法
Ⅳ - 3一 卜 a 実験材料および試薬
対象は千葉大学医学部附属病院にて 出生の女児 1 名 ( 在胎週齢39､ 出生時体重 2,625
g) およびその 母親 ( 年齢27歳) で ある ｡ 子供は出生 から1年間にわ たり篠崎的 ( 出生
当日, 1､ 2､ 3､ 4､ 6, 1 4､ 21, 28､ 35, 56､ 140､ 16 8､ 1 81､ 19 6､ 2 52､ 301, 329､
364日目) に採尿 を行っ た o 母親は妊娠 35､ 3 7､ 38､ 39週目に採尿を行 っ た . なお ､
対象児は 25 2日目前後に上気道炎に羅患 , アモ キ シ シリ ン ､ カルポシス テイ ン ､ マ レイ
ン酸タ ロ ルフ ェ ニ ラミ ンが数日間投与された ｡ さ らに ､ 34 5- 379日日にかけ､ 熱性けい
れん に対 しフ ェ ノバル ビタ ー ルが投与された｡
Ⅳ - 3一 卜b 尿中ステ ロイドおよぴその代謝物の 定量法
尿中6β- O H F､ コ ルチゾ - ル ､ 尿中1 6α - 水酸化 D H E Aお よび C R E の定量は第Ⅳ章､
第1 節､ 2節と同様の方法で行っ た ｡
Ⅳ - 3- 2 結 果
Ⅳ - 3- 2- a 出生後の 尿中 6β- O H F/C比の変動
Fig･ 4- 5に母親の出産前お よび子供の 出生後の尿中 6β- O H F/C 比の経日変化を示した.
母親と比較し子供の尿中 6β- O H F/C 比は出生 当日で約 2倍､ 1日目で約4倍高値を示 し､
それ以降4 日日 まで経日的に低下し, 3日目､ 4 日日において は母親よりも低値となっ た.
6 日目以 降は経 日的な増加 に転じた o また ､ フ ェ ノバル ビタ - ルが投与され た 364日目
の尿中6β- O H F/C比は 8 8.8 と顕著に高値を示 した｡
Ⅳ - 3- 2- b 出生後の尿中1 6(光一 水酸化 D H E A/C R E比の変動
Fig･ 4- 6 に母親の出産前および子 供の出生後の 尿中 16c r水酸化 D H E A/C R E比 の経
日変化を示 したo 子供の 出生当日の 尿中 16c r水酸化 D H E A/C R E比は母親 ( 出産前日)
と比較して顕著に高値を示 した (5.1 04vs0.1 61)｡ 子供の尿中16α 一 水酸化 D H E A/C R E
比は出生後 6 日目までは速やかに低下し､ その後緩やかに低下し､ 6 ケ月以降の尿中16α 一
水酸化 D H E Aは検出限界以下となっ た .
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第 4節 考 察
本章におい て は , 新生児 の 尿中ス テ ロ イ ド代謝物の 終日的変化を追う こ とにより , 出
生後の CY P 3A酵素活性が如何に変化して いる かに つ いて検討を行っ たo
尿中 6β- O H F/C 比 を新生児の C Y P 3A酵素活性の指標として検討を行っ た ところ , 出
生 当日の 尿中 6β- O H F/C 比は ､ 在胎週齢および体重と有意な正の相関が認めら れ 満期
以前で 出産した新生児の C Y P3 A活性は､ 満期で 出生 した新生児 に比 べ て 低い ことが示唆
された . また ､ 満期で出生 した新生児の尿中 6β- O H F/C 比は ､ これまで に我々が同じ方
法で測定を行っ た健常成人 の 平均値 (8.90､ a - 37) よりも高値を示 した ｡ この 原因とし
て ､ 勝帯血 を経 由して ､ 母親側か らの 影響を受けて い る 可能性が考えられ た o そ こで ､
満期正常分娩にて 出生 した新生 児の 出生 当日 と , そ の 母親の 出産後 2 時間の 尿中 6β-
O H F/C 比を比較する こととした ｡ そ の結果､ 検討を行っ た 1 7例全例で ､ 新生児 の尿中
6β- O H F/C 比は母親よ りも高値を示 した o よ っ て ､ 新生児 の 出生当日 にみ られ る尿中
6β- O H F/C 比の 高値は母親側か らの影響による可 能性は低い と考えられた o 次 に､ 出生
後の 尿中 6β- O H F/C 比の経日変化につ いて検討を行っ た｡ その 結果､ 在胎週齢 37以上
で 出生 した新生児 の尿中 6β- O H F/C 比は出生後終日的に低下する ことが明らか となり､
出生後かなり早期に C YP3 A酵素の 質的あるい は量的変化が起こ っ て い る ことが示唆され
た ｡ 一 方 ､ 在胎週齢 37 未満で 出生した新生児 にお い ては ､ 尿中 6β- O H F/C 比 は低値の
まま出生後 1 4日目まで 大きな変動がみ られなか っ た ことから ､ 未熟児で は満期で出生 し
た新生児 と異なる C Y P 3A の発達過程をとる可能性が示唆された o
尿中 6β- O H F/C 比 は成人に おい て は ､ C Y P3 A4 活性の マ ー カ ー として広く使用され
て い る . しか しながら ､ コ ルチ ゾ - ルの 6β一 水酸化は C W 3 A 4に比 べ る と低い ながらも
CY P 3 A 7によ っ て も触媒され るため , 尿中 6β- O H F/C 比の みでは C Y P3 A 4と C Y P3 A 7
の 個 々 の 変化 を知る こ とは で きな い ｡ そ こで ､ 次 に C Y P3A 7に 極め て 特集性 の 高 い
D H E A∵S 16c r水酸化反応 に着目 し , 尿中 16c r水酸化 D H E A濃度の測定 を行 っ た .
C Y P 3 A 4は硫酸抱合体で ある D H E A- S の 1 6c r水酸化はほとん ど触媒しな いが ､ 非抱合
体の D H E A の 16(Ⅹ一 水酸化は C Y P3 A 7に比 べ る とやや低い なが らも触媒する o しか し,
新生児 の血中 D H E Aはそ の ほとん どが硫酸抱合体 として存在して い る こ とから (50)､
尿中排推 される D H E A 1 6a 一 水酸化体の量は C Y P 3A 7活性を反映するもの と考えられる.
本来 ､ 基質で ある DH E ATS と代謝物の 1 6(ユー 水酸化体の 比で比較す べ きと ころであるが ､
尿中 D H E A濃度の測定が爽雑物質の影響に より困難で あっ たため ､ 尿中代謝物濃度で の
比較を行う こととし､ 尿量の 補正 を行う目的で尿中 1 6α 一 水酸化 DH E A/C R E比 として 比
較を行っ た . 新生児 における C R E排雅量は, 体重 あたりほぼ 一 定とい われて おり ､ ほか
の尿中排滑物を尿中 C R E で除して 1 日尿量の差､ 日内変動を補正することが行われて い
る (51)｡ また , 出生後の 血中 D H E A-S 濃度は ､ 副腎胎児層の 退締に伴い徐々 に低下す
る もの と考えられる が , 過去の報告による と血中総 DH E A濃度は出生後 1 0日目 まで に
顕著な低下はせ ず､ 2 5 %程度の低下とされる (52)｡ よっ て , 出生後 7 日目 まで の検討に
おい て は ､ 基質濃度の 変動は ほとんどない もの とし､ 代謝物濃度 (16α - 水酸化 D H E A濃
磨) の 変化を C Y P 3A 7活性の変化 を反映する もの として差し支えない と考えられる o 出
生後の尿中 1 6(兄一 水酸化 D H E A/C R E比は ､ 尿中 6β- O H F/C 比同様､ 経日的な減少が認
められ , 7 日目までの 低下率は尿中 6β- O H F/C 比の低下率とほぼ同様で あっ た . この 結
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果より､ 出生後 1 週間までの期間は C Y P 3A 7活性の低下のみが起こり､ C Y P 3A 4活性の
大きな上昇は起こっ て いな い と考えられる o なぜな らば､ cy p3A 4活性の増加は ､D H E A- S
1 6q水酸化活性 には影響を及ぼす ことな くコ ル チ ゾ - ル 6β水酸化活性を上昇させ る と考
え られ , もし顕著な C Y P 3A 4 の増加が起 こっ て い る とするならば, 尿中 6β- O H F/C 比
と 16(文一 水酸化 D H E A/C R E比の 出生後の変化の パタ ー ンに差が認められ るはずで ある ｡
また ､ 第Ⅱ章の 1
'
n vltT Oの検討におい て ､ D H E A- S の存在は C Y P3 A 7 による コ ルチゾ -
ル 6β水酸化活性 を活性化させ た ことか ら､ 出生後の尿中 6β- O H F/C 比の 経日的低下は
C Y P 3A 7酵素量の 変動によるもの で はなく, D H E A- S の濃度低下による もの と考える こ
ともで きる ｡ しかしながら ､ 前述の ごとく , 血中 D H E A-S 濃度は少なくとも出生後 1 週
間まで は大きく低下して お らず, そ の 可能性は低い と考えられ る o 従っ て , 満期で 出生
した新生児 にお いて は ､ 少なくとも出生後 1 週間まで は C Y P3 A 4活性の顕著な上昇はな
く , C Y P 3A 7活性の低下の みが起 こっ て い る可能性が高い と考えられたo
次に､ さらに長期的に C Y P 3A酵素活性の変化 を追う目的で ､ 1 名の 女児につ いて ､ 出
生後 1 年まで経時的に尿中 6β- O H F/C 比および 1 6α 一 水酸化 D H E A/C RE 比の測定を行
っ た o 尿中 6β- O H F/C 比 は出生後 4 日目まで低下し､ その後増加 に転じた o 一 方､ 尿中
16α 一 水酸化 D H E A/C R E比は ､ 出生後 6 日目 まで速やか に低下し､ そ の後は緩やか に低
下し､ 6 ケ月以降の 尿中 16α 一 水酸化 D H EA は検出限界以下となっ たo 今回､ 1 年間の変
化を追うことが で きたの は 1例の みで あっ たため , 確定的なことは言えないが , C Y P3 A 7
活 性は 出生後約 1 週 間まで に急激に低下し ､ そ の 後緩や かな 低下 に転じ る と同時 に
C Y P 3A 4活性が徐々 に立ち上が っ て くる もの と考え られ た o h c r oix ら は ､ 胎児 ､ 新隼
児 ､ 乳児期の ヒ ト成人肝ミク ロ ゾ ー ム を用い ､ 出生後のテス トス テロ ン 6β一 水酸化酵素活
性および D H E A 16α 一 水酸化酵素活性の 変化を経時的に測定して い る (15)｡ 彼らは , 班
生後 1 週間以内の 短い期間で の 変化に つ い て の検討 は行っ て い ないが ､ テス トス テ ロ ン
6β- 水酸化酵素活性は出生後経時的に上昇し ､ 1 才を越えると成人と同レベル に達する こ
と､ 一 方､ D H E A 16α 一 水酸化酵素活性は､ 出生後は成人と比べ て高い活性を示すが ､ そ
の 後 1 才まで経時的に低下した と報告して い る o これ は ､ 肝臓中の C Y P3 A 4 の発現と
c y p3A 7 の減少は並行して 同時に起 こっ て い る こ とを意味し､ 本研究における 1 年間の
尿中ス テ ロイ ド代謝物の変化と矛盾しない もので ある ｡
最後に､ 本研究で得られ た結果を基に､ C Y P 3A によ る薬物代謝活性が出生後如何に変
化するか に つ い て考察を試みた ｡
仮に ､ 出生後 1 週間まで は C Y P 3A 7 の量的減少の みが起 こり､ D H E A∵S の濃度低下
はない . さら に , 生後 1 週間以降 C Y P 3A 7 の減少と C Y P 3A 4 の発現が並行して 同時に
起 こり , か つ D H E A-S 濃度が徐々 に低下する と仮定する ｡ この場合､ 出生後 1 週間まで
は , C W3 A 7 の量的な減少によ る活性低下 の みが起 こる と考え られ る . ただし , 薬物毎
の クリ ア ラン ス は C Y P 3A 7 による代謝活性の 大小および D HEA - S の活性 へ 及ぼす影響
(活性化ある いは阻害) の違い により異なると考えられ る ｡
c B Zお よび N V P の C Y P3A 7に よる代謝活性は C Y P 3A 4と比致して 顕著 に低値を示
したが ､ D H E A- S の存在により CY P 3A 7に よる両薬物の代謝が活性化を受けた . よっ て ､
c y p3 A 7および D HE A-S とも高含量で存在する この時期､ ある程度のクリア ラ ンス を有
して い る可能性が考えられ る ｡ S王ngh らは , 1 0名の 新生児における CBZ の体内動態パ
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fラメ 一 夕の算出を行っ てお り, 彼らは新生児の 消失半減期 (Tl/2) は約 24時間と報告し
て い る (53)｡ これは, 成人の初回投与時の平均 35時間, 反復投与後 10- 20時間 (54)
と比較して ､ ほぼ同等とい える o また ､ M ir o chnick らは､ H Ⅳ母子感染防止目的でP NP
を出産前に母親に投与し､ 母親およびそ の子供の N V P血中濃度を播時的に測定し ､ 体内
動態/1
o
ラメ - 夕を算出して い る (55)｡ 出生時の子供の 血中 N V P濃度は母体側とほぼ同
濃度で あり ､ 興味深い ことに, N V P の Tl/2は, 母親とほとんど変わらない 値を示 した.
N V P代謝の 一 部には C Y P 2 D 6(8 位､ 12位水酸化)､ CY P2B 6(3 位水酸化) が関与す
る とされて い るが (56)､ こ の時期の C Y P 2D 6は酵素畳､ 活性とも成人と比較して 極め
て低い ことが報告されて い る (57). また , C Y P 2 B6は ､ 成人にお いて も肝総 C Y Pに占
める割合は低く (58), 新生児肝におい て は存在しな いか存在 したとして も極めて 低含量
と考えられ る o よっ て これらの分子種が新生児期の N V P代謝に寄与して い る 可能性は低
く ､ 新生児期における N V P代謝は C W 3A 7による もの と考えられ る o この様に､ 1n vl
'
tT O
にお ける CY P3A 7に よる C B Zおよび N V P の代謝活性は低い ものの ､ D H E ATS の存在
によ り代謝が活性化 を受ける ことから, 1n vlv o にお いて 新生児は成人と比較して 遜色な
い Tl/2を示すの で はない かと考えられた o
一 方､ T Z MおよびE M に関して は, D H E A- S による代謝活性化がない こと, さらにIn
v l
'
tT O で の C Y P3 A 7による代謝活性は C Y P3A 4によ る代謝活性と比較して 低値であっ た
こ とから ､ この時期の 1
'
n v l
'
v oで の
′
IZ Mおよび E M の代謝活性は低い ことが予測され る o
TZ M および E M の新生児期の体内動態に関する報告は見あたらないが ､ T Z Mと同じベ ン
ゾジアゼ ピン系薬物で ある ミ グゾラム の 新生児期 にお ける クリ アラ ンス は , 小児 , 成人
と比 べ て顕著に低い とする報告が ある (59, 60)｡
また , Z N Sは 1
'
n vltT O におい て は C W 3A 4と C W 3 A 7による代謝酵素活性に顕著な
差が認められなか っ たが, CY P 3A 7による Z N S代謝は D H E A∵S の存在によ り阻害を受
けた ことから､ D H E A-S が高濃度に存在する この 時期の 1
'
n v l
'
v o にお ける クリアラン ス
は他の薬物と比べ て 必ずしも高い とはい えない と考えられたo
次に , 出生後 1 週間以降の変動に関して で ある が ､ 今回検討を行っ た薬物に対する代
謝活性はいずれ も C Y P 3A 4 の方が C Y P3 A 7より も高か っ た ことから､ C Y P 3A 4酵素量
の 増加 に伴っ て 代謝活性は上昇する と予測される o ただ し､ その 代謝に C Y P3 A 7 の寄与
が大きい薬物 , D H E A∵S により C Y P 3A 7 による 代謝が活性化され る薬物に おい て は ､
C Y P 3A 7酵素量および D H E A- S 濃度の低下による影響が大きく, 活性の立ち上が りが遅
れる 可能性が考えられ る . いずれ にして も ､ C Y P3 A 7か ら C Y P3 A 4へ の 変換は過去の報
普 (15) および本研究の 出生後 1 年間の 尿中ス テ ロ イ ド代謝物の測定結果より , 1 年以
内に ほぼ完了する もの と考えられた｡
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本研究で は ､ 新生児 期にお ける適正 な薬物投与設計 を可能にするため の基礎的デ ー タ
を得る こ とを目的に ､ 新生児期の 薬物代謝におい て 特に重要 と考えられ る C Y P3 A による
薬物代謝酵素活性に つ い て検討を行っ た o その 結果を以下に要約する o
1 . バキ ュ ロ ウイルス - 昆虫細胞系により発現させ た C YP3A4 および c w 3 A 7を用い ､
各種薬物および内因性ス テロ イ ド代謝酵素活 性の差異に つ いて 比較検討を行っ た｡
発現 C Y P3 A4 お よび c y p 3 A 7による薬物代謝酵素活性は､ 今回検討を行っ た 5 種
の 薬物 (CB Z､ N V P, T Z M､ E M､ Z N S) すべ て で C Y P3 A 7 によ る代謝酵素活性は
C Y P3 A 4 による それ を下 回っ たが ､ 活性の 差は薬物 により異な る こ とが明らか とな
っ たo また ､ C Y P3 A 4と C Y P3 A 7 による r W Pおよぴ T Z M水酸化におい て部位指
向性の差異が認 められた こ
.
t から､ 活性部位内部に おける 基質の配置は両酵素間で
差が ある ことが 示 唆さ れた o 内因性ス テ ロ イ ド代謝酵素活性 に お い て ､ D H E A､
D H EA - S の 1 6α - 水酸化酵素活性は C Y P3 A 7 の方が C Y P 3A 4よりも高かっ たが ､
テス トス テ ロ ン , コ ル チ ゾ - ルお よびア ン ドロ ス テ ン ジオ ン 6β- 水酸化酵素活性は
C Y P 3A 4 の方が C Y P3A7 より も高か っ た o 反 応速度論的検討よ り ､ C Y P3 A 4と
C Y P 3A 7 の代謝活性の違い は基質と酵素の アフ ィ ニ チイ - の 差よ りも最大代謝酵素
活性 の 違 い に よ る と考 え ら れ た . また ､ C Y P 3A 4 にお い て は 一 部 の 基質 で 非
M 壬cha elis- Me nte n 型 の 反応速度論曲線を示 した が , C Y P 3A 7に お いて は今回検討
したす べ て の基質で M icha elis - Me nte n 型 を示 した o さらに､ C Y P3 A 7 の部位指向
変異酵素を用 い た検討 より, C Y P3 A 7 の D H E ATS 1 6a 一 水酸化機能には､ 224番目
および 244番目の リジ ンが重要で ある可能性が示唆された o ( 第I章)
2 . 発現 C Y P3 A 4､ CY P3 A7 およびヒ ト成人肝ミ ク ロ ゾ ー ム , 胎児肝ホモ ジネ - トを用
い , 各種薬物代謝酵素活性に及 ぼす内因性ス テロ イ ドの影響につ いて検討を行っ た.
発現 C Y P 3A 4およびヒ ト成人肝ミ クロ ゾ ー ム におい て は, アン ドロ ゲンにより C B Z
IO,1 トエ ポキ シ化 , P u p 2- ､ 1 2一 水酸化酵素活性が活性化されたが , E M N 一 脱メチ
ル化, Z N S還元酵素活性は逆にアン ドロゲン により阻害された . 一 方､ 発現 C Y P3 A 7
および胎児肝ホモ ジネ - トにおい て は､ D H E A- S により C BZ 1 0,1 トエ ポキシ化酵
素活性が活性化された ｡ C Y P3A 4によ る C B Z 10,1 トエポキシ化の 反応速度論曲線
は ､ アン ドロ ス テ ン ジオ ン添加によりシ グモ イ ド型 から Micha elis - Me nte n 型 に変
化 した o そ の理 由として ､ アン ドロ ス テ ンジオ ンは site -1 へ の親和性が高いため ､
CB Zに代わ っ て site -1 を占有する こととな り､ C BZ代謝にお いて site - 1 の存在が
無視で きる こと にな るた めと考えられ た｡ C Y P 3A 7 によ る C B Z 10,1 トエ ポキ シ化
および D H E A- S 1 6(ユー 水酸化は､ 両基質の 共存にお い て互 い の代謝を阻害しなか っ
た こ と ､ い ずれの 反応速度論曲線も M 主cha elis- M e nte n 型 で両者の共 存に よっ て も
反応速度論曲線の型 に変化が認められなかっ た ことから､ 両者はそれぞれ独立の site
で酵素と相互作用する もの と考えられた o また , これ ら内因性ス テロ イ ドによる C B Z
代謝の活性化は ､ site - 1 へ これら effe cto rが結合する ことで の活性部位の構造変化､
あ る い は活性部位内で の基質同士 の相互 作用 により CB Z のsite - 2 へ の親和性が増
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加したためと考えられた ｡ (策Ⅱ章)
3 . ▲C Y P3A 4および C Y P 3A7 の活性ポケッ ト内で の C BZと内因性ステ ロ イ ドの分子間
の 相互 作用 につ い て 分子力場計算と密度汎関数理論を用い て 検討を行っ た ｡ そ の 結
果, C Y P 3A 4 による C B Z 1 0,1 トエ ポキシ化が ア ン ドロ ステ ン ジオ ン によ り活性化
された原因として ､ 活性ポケッ ト内で C B Z のカルポン酸ア ミ ドとア ンドロ ス テ ンジ
オ ン の A 環のカル ポニ ル基とが水素結合するこ とで安定化するこ とが考えられ た ｡
また ､ C B Z の kin etic はシグモ イ ド様曲線を示す原因として , C BZ のカルポン酸ア
ミ ド同士 が水素縫合する ことで安定化する ことが考え られ た o C Y P3 A 7 では, 油性
ポケ ッ ト内にお いて C B Zが代謝され る配置をとっ たときには､ D H E A- S の 3位の
硫酸基と C B Z のカル ポン 酸アミ ドとが水素結合する こ とによ り安定化 し､ C B Z の
代謝触媒効率が増大する 可能性が示唆された . (第Ⅲ章)
4 . 尿中 6β- O H F/C 比および 1 6α - 水酸化 D H E A/C R E比をそれぞれ C Y P3 A活性､
C Y P3 A7 活性の指標と し､ C Y P3 A 7お よび C Y P 3A 4活性が出生後如何に変化する
か に つ い て検討を行っ た o 尿中 6β- O H F/C 比 , 16α - 水酸化 D H E A/C R E比は共 に
出生後 7 日目まで ほぼ同様のパ タ ー ンで経日的に低下した ことか ら､ 出生後 1 週間
までの期間は CYP3 A 7活性の低下の みが起 こり､ CY P 3A 4活性の 上昇は起 こっ て い
ない もの と考えられた o さらに生後 1 週間以降は, 1 6(文一 水酸化 D H E A/C R E比は緩
やか に減少を続ける 一 方, 6β- OH F/C 比は増加に転じた ことから､ C Y P3 A 7活性が･
緩やか に低下する と同時に C Y P3 A4 活性が徐々 に上昇して くるもの と考え られた o
(第Ⅳ章)
新生児 期の 薬物代謝能に関して は現在 ､ 未解明 な部分が 非常に 釦 )が ､ 本研究で 得ら
れた基礎的デ ー タは, 安全な新生児期の薬物療法の発展に寄与で きる もの と考えて い る.
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